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Rôle de la protéine d'échafaudage Gabl dans le pouvoir oncogénique 
du récepteur Met dans les cellules épithéliales intestinales 
Par Mohamed Cherif Galoul 
Département d'anatomie et de biologie cellulaire 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du grade de maître ès sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire, Université de Sherbrooke. 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Plusieurs évidences indiquent que de la dérégulation des récepteurs tyrosine kinase (RTK) 
joue un rôle clé dans l'étiologie et la progression du cancer colorectal (CCR). Notamment, 
des bénéfices ont été observés en clinique avec des agents ciblant le récepteur de EGF dans 
le traitement des CCR métastatiques avancés. Considérant l'hétérogénéité des RTK 
dérégulés dans le CCR, une approche thérapeutique alternative serait de plutôt cibler les 
protéines effectrices engagées par plusieurs RTK, notamment celles qui régulent des 
processus essentiels à la progression du CCR. Toutefois, le rôle des protéines de 
signalisation engagées par les RTK dans le CCR reste encore très peu défini. 
De récents travaux menés dans notre laboratoire ont démontré que l'activation oncogénique 
du RTK Met, le récepteur du facteur de croissance d'hépatocyte (HGF), confère aux 
cellules épithéliales intestinales non cancéreuses IEC-6, des propriétés angiogéniques, 
tumorigéniques et métastatiques in vitro et in vivo. L'activité biologique des RTK, telle que 
celle du récepteur Met, s'avère étroitement liée à leur capacité d'initier une variété de voies 
de signalisation intracellulaire par le biais du recrutement de protéines adaptatrices, dont les 
protéines Gabl et Gab2 (Grb2-associated binder). Ainsi, le but de mon projet fut de valider 
l'hypothèse que le pouvoir oncogénique du récepteur Met dans les cellules épithéliales 
intestinales serait en partie dépendant de l'engagement des voies de signalisation des 
protéines Gab. Pour ce faire, nous avons utilisé une approche dominante négative, soit par 
l'expression du domaine MBD (Met-Binding Domain) de Gabl dans les cellules IEC-6 
transformées par la forme oncogénique du récepteur Met, Tpr-Met (Tpr-Met-IEC-6). Cette 
stratégie repose sur le fait que la région MBD de Gabl renferme les deux motifs de liaison, 
un motif riche en proline qui lie les protéines Gab aux RTK par un mécanisme indirect 
dépendant de Grb2, ainsi que le motif MBM (Met-Binding Motif) qui est unique à Gabl, et 
qui permet une interaction directe entre Gabl et le récepteur Met. 
Mes résultats montrent que l'expression du domaine MBD de Gabl dans les cellules Tpr-
Met-IEC-6 diminue la phosphorylation de la protéine Gabl sur tyrosine, restaure la 
formation de contacts cellule-cellule et une morphologie épithéliale typique ainsi 
qu'augmente le niveau protéique du marqueur épithéliale E-cadhérine et sa relocalisation 
membranaire aux zones de contact cellule-cellule. De plus, les cellules Tpr-Met-IEC-6 qui 
expriment le MBD de Gabl affichent en culture une capacité réduite à proliférer au-delà de 
la confluence et en absence d'ancrage à la matrice extracellulaire, et de migration, ainsi 
qu'une diminution de leur aptitude à former des tumeurs sous-cutanées in vivo dans les 
souris nues. 
III 
L'ensemble de mes résultats démontre pour la première fois que le pouvoir oncogénique du 
récepteur Met dans les cellules épithéliales intestinales dépend en partie de l'engagement 
des voies de signalisation de Gabl. En considérant que tous les RTK dérégulés dans le 
CCR peuvent se lier aux protéines Gab, ou engager leurs voies de signalisation, nos 
résultats identifient ces dernières comme des cibles prometteuses pour le développement de 
nouveaux agents thérapeutiques contre le CCR. 
Mots clés: Récepteur tyrosine kinase, Récepteur Met/HGF, Gabl, cellule épithéliale 
intestinale, cancer colorectal 
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1. Généralités des récepteurs à activité tyrosine kinase 
Les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK), également appelés récepteurs des facteurs 
de croissance, sont des glycoprotéines transmembranaires qui possèdent une activité 
tyrosine kinase intrinsèque au niveau de leur domaine intracellulaire (révisé dans 
LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). On dénombre à ce jour 58 RTK répartis en 20 
familles selon le type de ligand capable de les activer, leurs fonctions biologiques et selon 
la séquence de leur domaine kinase (Figure 1). Parmi la superfamille des RTK, on retrouve 
entre autres les familles des récepteurs du facteur de croissance épidermique (Epidermal 
Growth Factor ; EGFR/ErbB), de l'insuline (InsR) et du facteur de croissance 
fibroblastique (Fibroblast Growth Factor ; FGFR) (LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). 
Les RTK sont impliqués dans la régulation de nombreuses fonctions biologiques qui sont 
critiques pour la cellule, telles que la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire 
ainsi que la migration et l'invasion (LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). De ce fait, les 
récepteurs contrôlent d'importants processus physiologiques lors des différentes étapes du 
développement embryonnaire et chez l'adulte. Par exemple, des études chez la souris ont 
montré que la délétion des gènes codant pour les récepteurs FGFR, EGFR et Ret se 
caractérise par de graves défauts du développement de divers organes, notamment le cœur, 
la peau, le placenta et les muscles squelettiques, qui entraînent la mort à un stade 
embryonnaire (COUMOUL et DENG, 2003; MIETTINEN, et al., 1999; SCHUCHARDT, 
et al., 1994). De plus, de nombreux états pathologiques sont associés à une dérégulation des 
RTK et des voies de signalisation qu'ils activent. En outre, plusieurs évidences cliniques et 
expérimentales ont démontré qu'une dérégulation des RTK joue un rôle important dans 
l'étiologie et la progression de différents types de cancers chez l'humain (BLUME-
JENSEN et HUNTER, 2001; LEMMON et SCHLESSINGER, 2010; ZWICK, et al., 2002). 
Au sein de notre laboratoire, nous nous intéressons aux rôles et à la signalisation du RTK 
Met, le récepteur du facteur de croissance des hépatocytes (hepatocyte growth factor, 
HGF), particulièrement dans le cancer colorectal (CCR). 
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2. Structure des récepteurs RTK 
Les RTK sont présents à la surface des cellules, majoritairement sous forme d'une seule 
chaîne polypeptidique et monomérique en absence de leur ligand. Ces récepteurs ont une 
structure similaire, incluant un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un 
domaine intracellulaire (révisé dans HUBBARD et TILL, 2000). Le domaine 
extracellulaire des RTK représente le site sur lequel se fixent les ligands, qui sont 
essentiellement de nature polypeptidique. Ce domaine est hautement variable entre les 
différentes familles des RTK. Il est composé principalement de plusieurs motifs globulaires 
hautement glycosylés, tels que ceux qui sont homologues à la fibronectine de type 3 (FN de 
type III) ou les EGF-like. Le domaine extracellulaire de certains RTK peut aussi inclure des 
motifs récurrents riches en cystéines qui forment des boucles de structure qui ressemblent à 
celles des immunoglobulines, appelés domaines Ig-Iike, (Figure 1). Quant au domaine 
transmembranaire, il est constitué d'environ 25 acides aminés hydrophobes qui, en 
formant une hélice alpha, permettent d'ancrer le récepteur à la membrane. Ce domaine joue 
un rôle important dans la dimérisation des RTK. D'ailleurs, une seule mutation dans ce 
domaine peut entraîner une activation constitutive du récepteur et lui conférer des 
propriétés oncogéniques (BARGMANN, et al., 1986; WEBSTER, 1996). 
Le domaine intracellulaire des RTK est la partie contenant le domaine tyrosine kinase 
(TK) ainsi que des séquences régulatrices et des sites d'interaction protéine-protéine. Il est 
composé d'une région juxtamembranaire, du domaine TK et d'une queue C-terminale. Le 
domaine juxtamembranaire présente très peu d'homologie entre les familles des RTK, mais 
il est hautement conservé entre les membres d'une même famille. Son rôle est de réguler 
l'activité du récepteur et probablement aussi le recrutement de protéines de signalisation 
(HUBBARD, 2001). Le domaine TK est quant à lui le plus conservé de tous. On retrouve 
parfois dans le domaine TK, l'insertion de quelques acides aminés, comme c'est le cas pour 
le PDGFR, qui sont conservés entre les espèces et qui contiennent des sites 
d'autophosphorylation. Enfin, la queue C-terminale des RTK est de longueur variable et 
contient des tyrosines, qui lorsqu'elles deviennent phosphorylées, représentent des sites 
d'ancrage pour des protéines de signalisation. 
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3. L'activation des RTK 
L'activation des RTK, à la suite de la fixation de leur ligand, implique en général la 
dimérisation ou l'oligomérisation non-covalente de ces récepteurs (HUBBARD et TILL, 
2000; LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). Dans le cas du récepteur à l'insuline, qui est 
déjà dimérisé à l'état basai, la fixation du ligand provoque un changement de conformation 
spatiale qui stimule la fonction TK. De plus, certains RTK, comme le récepteur à l'EGF 
(EGFR), peuvent être présents à la surface cellulaire sous forme d'oligomères même en 
absence de leur ligand (GADELLA et JOVIN, 1995; WARD, et al., 2007). Lors de la 
liaison de leur ligand, les domaines extracellulaires des RTK s'associent entre eux et 
guident alors la conformation dimérique de la région cytoplasmique, ce qui entraîne la 
trans-autophosphorylation (entre les 2 monomères) des résidus tyrosines (Tyr) situés dans 
la partie intracellulaire de chacun des monomères. Alors que la phosphorylation des Tyr qui 
sont situées dans le domaine enzymatique du récepteur augmente l'activité TK, celle des 
Tyr localisées à l'extérieur de ce domaine, tout particulièrement dans la queue C-terminale 
du récepteur, crée des sites de recrutement pour des protéines qui participent à la 
transduction du signal à l'intérieur de la cellule (HELDIN, 1995). 
4. Signalisation des RTK 
Une fois activés, les RTK engagent diverses cascades enzymatiques, appelées voies de 
signalisation. Un des événements clés instigateurs de l'activation de la signalisation des 
RTK, consiste au recrutement de protéines, dites effectrices, au niveau des récepteurs. Ces 
protéines contiennent des domaines SH2 (Src homology domain 2) ou PTB 
(phosphotyrosine-binding), qui reconnaissent et interagissent spécifiquement avec les Tyr 
phosphorylées, selon le contexte des acides aminés qui les entourent (SONGYANG, et al., 
1994). Les protéines qui sont recrutées directement aux RTK actifs incluent des enzymes, 
notamment la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), la PLCy (phospholipase Cy) et des 
tyrosine-phosphatases, telles que SHP-2 (Src Homology 2 domain tyrosine phosphatase), 
ainsi que des protéines adaptatrices (LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). Ces dernières, 
dont les protéines Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) et Shc (Src homolgy 2 
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domain-containing transforming protein), sont dépourvues d'activité enzymatique, mais 
contiennent plusieurs sites et domaines d'interaction protéine-protéine (CSISZÂR, 2006; 
PAWSON et SCOTT, 1997). 
Les complexes multiprotéiques se liant aux RTK assurent l'intégration et la diversification 
des signaux à l'intérieur de la cellule. La vertu des protéines adaptatrices Grb2 et Shc à agir 
en aval des RTK comme des activateurs de la cascade mitogénique Ras/MAPK et de la 
voie de la survie cellulaire PI3K/AKT, en est un bel exemple. La protéine Grb2 se lie 
directement aux RTK via son domaine SH2, qui reconnaît sélectivement le motif pYXNX, 
où pY est une phosphotyrosine (ROZAKIS-ADCOCK, et al., 1992; SONGYANG, et al., 
1994). Le domaine SH3 (Src-homology domain 3) N-terminal de Grb2 se lie de façon 
constitutive à la protéine SOS (Son of sevenless), un facteur d'échange des nucléotides 
guanyliques (GEF) de la petite protéine G, Ras (EGAN, et al., 1993). Ainsi, la liaison du 
complexe Grb2/SOS aux RTK mène à l'activation de Ras, par la substitution du GDP en 
GTP par SOS, et donc à la stimulation des protéines kinases de la cascade MAPK. Comme 
discuté plus en détail dans la partie des protéines adaptatrices (section 10 de l'introduction), 
la protéine Grb2 s'associe aussi de manière constitutive aux membres de la famille des 
protéines d'échafaudage Gab (Grb2-associated binding protein), notamment Gabl et Gab2, 
via son domaine SH3 C-terminal (GU et NEEL, 2003). Les protéines Gab permettent une 
activation soutenue de la cascade Ras/MAPK en aval des RTK, mais aussi la stimulation de 
la voie PI3K/AKT (LIU et ROHRSCHNEIDER, 2002). Outre une interaction directe, la 
protéine Grb2 peut aussi se lier de façon indirecte aux RTK, via la protéine adaptatrice Shc. 
L'association directe entre Shc et les RTK fait intervenir avant tout son domaine PTB N-
terminal, qui se lie au motif NPXpY des RTK actifs (RAVICHANDRAN, 2001). Une fois 
recrutée aux RTK, la protéine Shc devient elle-même phosphorylée sur résidus Tyr. Ceux 
présentes dans le domaine central CH1 (collagen-homology domain 1) de Shc constituent 
des sites consensus de liaison pour le domaine SH2 de Grb2. Ainsi, les protéines Shc 
représentent un mécanisme alternatif et indirect par lequel les RTK activent les voies de 
signalisation en aval de Grb2, dont la voie de Ras/MAPK et celle de PI3K/AKT tout 
particulièrement pour les récepteurs qui sont dépourvus de site de liaison directe avec Grb2. 
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5. Régulation négative des RTK 
Étant donné le rôle critique joué par les RTK dans les processus de signalisation cellulaire 
et les fonctions biologiques qui leur sont associées, leur activité catalytique doit être 
finement régulée. Ainsi, en condition physiologique normale, l'activité des RTK se retrouve 
ultérieurement contrecarrée par différents mécanismes (FIORINI, et al., 2001). L'un des 
principaux modes de régulation négative de l'activité des RTK, et des voies de signalisation 
qu'ils régulent, fait intervenir des protéines tyrosine-phosphatases (PTP) (Figure 2) (révisé 
dans OSTMAN et HELDIN, 2001). Entre autres, les PTP inhibent l'activité catalytique des 
RTK en déphosphorylant les résidus phosphotyrosines de la boucle d'activation du domaine 
TK des RTK. Ainsi, la majorité des RTK sont activés suite à un traitement des cellules avec 
des inhibiteurs de PTP, et cela même en absence de ligand (JALLAL, et al., 1992). De plus, 
les PTP régulent négativement la signalisation des RTK en déphosphorylant des protéines 
effectrices clés de leur signalisation. Parmi les diverses PTP, là phosphatase PTP1B 
(Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1) représente un joueur principal du 
contrôle négatif de la signalisation des RTK. Par exemple, il a été démontré que PTP1B 
diminue la phosphorylation et l'activation de plusieurs RTK, dont les récepteurs EGFR, 
PDGFR et Met (HAJ, et al., 2003 ; LAMMERS, et al., 1993 ; SANGWAN, et al., 2008). 
De plus, une délétion du gène ptplb chez les souris conduit à une hyperphoshorylation des 
récepteurs EGFR et Met, ainsi que de la protéine IRS-1 (Insulin receptor substrate), un 
substrat et un effecteur majeur des récepteurs de l'insuline (ELCHEBLY, et al., 1999; 
SANGWAN, et al., 2006). 
Un autre mécanisme d'importance dans la rétro-inhibition de la signalisation des RTK 
consiste en l'élimination des RTK actifs et de leurs complexes de la surface membranaire 
des cellules. Ce processus est initié par l'internalisation des RTK actifs, et encore associés à 
leur ligand et à leurs complexes protéiques, dans des vésicules de clathrines, qui sont alors 
ciblées vers les endosomes (ABELLA et PARK, 2009). Dans ces compartiments 
cellulaires, les RTK sont soit recyclés à nouveau à la membrane plasmique de la surface de 
la cellule en un état inactif, ou bien acheminés vers les lysosomes, où ils sont 





Figure 2 : Mécanismes de régulation négative des RTK 
L'activité des RTK peut être régulée négativement par des antagonistes ou par hétéro-
oligomérisation. La déphosphorylation des résidus pTyr par des protéines tyrosine 
phosphatases (PTP) peuvent inhiber l'activité kinasique ou éliminer les sites d'ancrages. Un 
mécanisme important pour la terminaison du signal se fait via l'endocytose et la dégradation 
des récepteurs. La protéine Cbl se lie aux sites pTyr des RTK actifs via son domaine TKB 
(tyrosine kinase binding domain) et fonctionne comme une ubiquitine-ligase menant à 
l'ubiquitination du récepteur et à la dégradation par le lysosome. 
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La dégradation des RTK implique leur ubiquitination, ce qui fait intervenir le recrutement 
Grb2-dépendant de la protéine multiadaptatrice CBL (Casitas B-cell lymphoma) (Figure 
2), un effecteur des RTK qui possède une activité E3-ubiquitine ligase (PESCHARD, et al., 
2001; SCHMIDT et DIKIC, 2005). Quoique l'ubiquitination des RTK ne semble pas 
essentielle à leur internalisation, cette modification est indispensable pour le transport des 
RTK vers les lysosomes, et ainsi pour leur dégradation (ABELLA et PARK, 2009). Suivant 
leur internalisation dans les endosomes, les RTK ubiquitinés sont reconnus et recrutés par 
des complexes protéiques nommés ESCRT (endosomal sorting complex required for 
transport). Les complexes ESCRT localisés au niveau des endosomes sont composés de 
protéines possédant des motifs d'interaction avec l'ubiquitine (UIM). En s'associant aux 
RTK, les complexes ESCRT marquent ceux-ci pour leur internalisation vers la lumière des 
endosomes, qui forment ensuite des corps multivésiculaires (MVB) et fusionnent aux 
lysosomes (ABELLA et PARK, 2009). Illustrant bien l'importance de l'ubiquitination des 
RTK, il a été démontré qu'une mutation ponctuelle du site de liaison de Cbl dans le 
domaine juxtamembranaire du récepteur Met, inhibe l'ubiquitination de ce récepteur, 
augmente sa stabilité et prolonge sa signalisation, ce qui en conséquence induit la 
transformation cellulaire et lui confère un pouvoir tumorigénique in vivo (ABELLA, et al., 
2005; PESCHARD, et al., 2001). Une étude récente implique un rôle clé de la protéine 
PTB1B dans le transport endocytique des RTK, et de ce fait dans la dégradation des RTK 
(SANGWAN, et al., 2011). Les auteurs de cette étude ont observé que l'inhibition de 
l'activité de PTP1B retardait la dégradation des récepteurs Met et à l'EGF suivant leur 
stimulation par leur ligand, sans toutefois altérer leur internalisation, et ainsi augmentait 
leur activité biologique. Le rôle de PTP1B dans ce processus implique la déphosphorylation 
de la protéine NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor), un facteur impliqué dans la fusion 
des vésicules membranaires. Ainsi, une perte de l'activité de PTB1B inhibe la formation des 
endosomes précoces, et de ce fait le transport des RTK vers les endosomes. 
Quoique l'internalisation joue un rôle majeur dans le rétrocontrôle négatif de la 
signalisation des RTK, il est important de mentionner que le complexe des RTK 
internalisés continue à signaler tout au long de son transport dans la voie endocytique 
(ABELLA et PARK, 2009; SORKIN et GOH, 2009). En somme, l'internalisation des RTK 
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représente un mécanisme qui permet une régulation fine et spatio-temporelle de la 
transmission des signaux dans la cellule, tandis que son dysfonctionnement peut aboutir à 
une signalisation aberrante des RTK. 
6. Le récepteur Met et son ligand HGF, le facteur de croissance des hépatocytes 
Le facteur HGF a été initialement identifié comme deux molécules distinctes, c'est-à-dire 
un mitogène pour les hépatocytes en culture (NAKAMURA, et al., 1989; ZARNEGAR et 
MICHALOPOULOS, 1989) et un facteur dérivé des fïbroblastes appelé « scatter factor» 
(SF), qui favorise la dispersion des cellules épithéliales (STOKER, et al., 1987). Quant au 
récepteur Met, il a été découvert dans les années 80 sous une forme oncogénique, appelée 
Tpr-Met, dans une lignée cellulaire d'ostéosarcome humain (HOS) ayant été exposée à un 
carcinogène, le N-méthyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (COOPER CS, 1984; PARK, et al., 
1986). L'oncoprotéine Tpr-Met est le produit d'un réarrangement chromosomique entre la 
séquence 5' de Tpr (translocated promoter région), située sur le chromosome 1, et la 
séquence 3' de Met, du chromosome 7. Sous cette forme oncogénique, le domaine 
extracellulaire et la région transmembranaire du récepteur Met sont remplacés par la 
séquence de Tpr, qui fournit deux motifs de dimérisation (leucine zipper) (RODRIGUES et 
PARK, 1993). Ceci entraîne une dimérisation constitutive de Tpr-Met et une activation de 
la TK de Met, en absence de son ligand. Ce n'est qu'en 1991, que des études démontrèrent 
que HGF et SF sont en fait un facteur de croissance unique et le ligand de haute affinité 
pour le récepteur Met qui mène à de multiples réponses cellulaires (BOTTARO, et al., 
1991; NALDINIL, 1991). 
6.1 Structure du ligand HGF et du récepteur Met 
Le ligand HGF est un membre de la famille des facteurs de croissance plasminogène. Il est 
produit sous forme d'une molécule inactive (pro-HGF), qui est clivée en sa forme active 
par des protéases, telles que l'activateur plasminogène de type urokinase (uPA) (NALDINI 
L, 1991), ou par des facteurs de coagulation X, XI et XII (NAKAMURA et MIZUNO, 
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2010; PEEK, et al., 2002). La forme active de HGF se présente comme un hétérodimère 
composé des produits du clivage du pro-HGF, soit des chaînes a et p liées par un pont 
disulfure. La chaîne a se compose d'une boucle en épingle à cheveux (domaine N-
terminal), suivie de quatre domaines Kringle (Kl à K4). La chaine P comporte un domaine 
d'homologie aux sérine protéases (SPH) dépourvue d'activité enzymatique (NAKAMURA 
et MIZUNO, 2010; PEEK, et al., 2002) (Figure 3). 
Le récepteur Met, comme son ligand, comporte une sous-unité a extracellulaire et une sous-
unité P qui sont liées par un pont disulfure. La chaîne p renferme une grande région 
extracellulaire impliquée dans la liaison du ligand, un segment transmembranaire et une 
région intracellulaire contenant le domaine enzymatique TK (Figure 4). La partie 
extracellulaire de Met contient un domaine Sema qui est formé par la chaîne a et la partie 
N-terminale de la chaîne P de Met, une région homologue à des domaines retrouvés dans 
les sémaphorines, une séquence riche en cystéines (PSI, plexin, semaphorin, integrin), 
suivie par quatre domaines homologues aux immunoglobulines. La fixation du ligand HGF 
se fait dans la partie extracellulaire de Met, ce qui cause la dimérisation et 
l'autophosphorylation de ce récepteur (BIRCHMEIER, et al., 2003). La partie 
intracellulaire de Met est composée des trois régions typiques des membres de la famille 
des RTK (Figure 4). Le domaine juxtamembranaire contient un résidu sérine (Ser 985) qui 
joue un rôle dans la régulation négative de l'activité kinasique du récepteur Met 
(GANDINO, et al., 1994). On y retrouve également une Tyr (Tyr 1003) qui lie la protéine 
Cbl, une ubiquitine ligase responsable de l'ubiquitination et de la dégradation de Met 
(PESCHARD, et al., 2001). Le domaine TK de Met comporte deux Tyr (Tyr 1234 et Tyr 
1235) qui subissent l'autophosphorylation lors de l'activation du récepteur Met par son 
ligand HGF. Ces Tyr jouent un rôle important dans l'activité TK intrinsèque de Met, 
puisque la substitution de ces Tyr en phénylalanine bloque toute activité de Met 
(LONGATI, et al., 1994; RODRIGUES et PARK, 1994). Quant à la queue C-terminale du 
récepteur Met, elle comprend deux Tyr cruciales (Tyr 1349 et Tyr 1356) qui une fois 
phosphorylées, représentent des sites d'ancrage pour les multiples protéines effectrices du 
récepteur Met (BIRCHMEIER, et al., 2003; PESCHARD, et al., 2001). 
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Figure 3 : Structure des domaines de HGF/SF 
La chaîne a d'HGF contient : le domaine N-terminal hairpin loop (HL) qui est suivi par 
quatre domaines kringles (Kl à K4). La chaîne p consiste en un domaine sérine protéase 
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Figure 4 : Structure de récepteur Met et l'oncoprotéine Tpr-Met 
A. Récepteur Met. La région extracellulaire du MET comprend trois domaines : le domaine 
Sema à l'extrémité N-terminale englobent l'ensemble de la sous-unité a et une partie du la 
sous-unité P, le domaine PSI (plexins, sémaphorines et intégrines) et quatre domaines IPT 
(de type immunoglobuline, plexins et les facteurs de transcription). La région intracellulaire 
est composé de trois parties : une séquence juxta-membranaire qui régule négativement 
l'activité kinasique suivant la phosphorylation de Ser975, une région catalytique qui régule 
positivement la tyrosine kinase (Tyrl234 et Tyrl235). La région C-terminalc est composée 
de deux tyrosines (Tyr1349 et Tyrl356) qui sont impliquées dans le recrutement de 
plusieurs protéines effectrices. B. L'oncoprotéine Tpr-Met est le produit d'un 
réarrangement chromosomique entre le domaine de dimérisation Tpr et le domaine 
cytoplasmique du récepteur Met. 
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7. Fonctions biologiques du couple HGF-MET 
L'activation in vitro et in vivo du récepteur Met dans les cellules épithéliales induit 
plusieurs réponses biologiques qui, collectivement, donnent lieu à des programmes 
morphogéniques complexes (révisé dans BIRCHMEIER, et al., 2003; TRUSOLINO, et al., 
2010). L'expression de Met se retrouve principalement dans les cellules épithéliales, alors 
que celle de son ligand HGF est généralement limitée aux cellules fibroblastiques et 
stromales du mésenchyme (SONNENBERG, et al., 1993). Cette communication paracrine 
entre HGF et le récepteur Met gouverne différents aspects importants de l'organogenèse en 
régulant des interactions entre l'épithélium et le mésenchyme (NAKAMURA et MIZUNO, 
2010). En effet, l'invalidation chez les souris du gène codant pour Met ou pour HGF, qui 
provoque la mort au stade embryonnaire, a permis de définir des rôles importants du 
récepteur Met et de son ligand HGF dans le développement de différents organes. Entre 
autres, les souris ayant soit une invalidation de hgf ou de met, présentent des anomalies 
importantes du développement des muscles squelettiques, du placenta et du foie (Figure 5) 
(BIRCHMEIER et GHERARDI, 1998; BLADT, et al., 1995; SCHMIDT, et al., 1995; 
UEHARA, et al., 1995). 
Une des fonctions intéressantes du couple HGF et Met dans le développement est son rôle 
décisif dans la génération des muscles squelettiques. La formation des muscles striés au 
cours du développement implique la migration et la différenciation des précurseurs 
myogéniques issus du dermomyotome, une structure épithéliale qui se développe à partir 
des somites du mésoderme (BLADT, et al., 1995). Lorsque localisés dans le 
dermomyotome, les précurseurs myogéniques n'expriment pas de facteurs de détermination 
myogénique, tels que la MyoD ou la myogénine. Cependant, ces facteurs de transcription et 
les gènes qu'ils régulent sont exprimés seulement après la migration de ces cellules. Il a été 
établi que l'activation du récepteur Met contribue à la formation des muscles squelettiques 
en contrôlant la migration des précurseurs myogéniques hors du dermomyotome vers les 
membres (BIRCHMEIER et GHERARDI, 1998). Ceci explique l'absence totale des 
groupes musculaires qui dérivent des précurseurs migratoires, tandis que d'autres groupes 
musculaires se forment normalement (Figure 5). 
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Figure 5 : Rôles de HGF et du récepteur Met dans le développement embryonnaire 
+/-+-
A. HGF/SF dans le développement du foie. Le foie d'embryons des souris HGF/SF et 
HGF/SF à 14,5 jours embryonnaires (Modifiée de SCHMIDT, et al., 1995). B. HGF/SF 
dans le développement du placenta. L'apparence externe des embryons des souris 
HGF/SF et HGF/SF à 13,5 jours embryonnaires (Tirée de UEHARA, et al., 1995). C. 
Le rôle du récepteur Met dans le développement des muscles squelettiques. Au cours du 
développement normal, les cellules progénitrices myogéniques, qui se trouvent dans le 
dermomyotome (DMy) des somites, migrent vers les bourgeons des membres afin de se 
différentier en myoblastes (précurseurs des muscles squelettiques). Par contre, chez les 
souris génétiquement invalidées pour le gène hgf ou met, les cellules progénitrices 
myogéniques restent dans le DMy et ne peuvent se différentier (Modifiée de 
BIRCHMEIER, et al., 2003; BLADT, et al., 1995). My : Myotome ; DMy: 
Dermomyotome; Se : Sclerotome. 
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Les embryons des souris HGF et Met affichent une diminution marquée de la taille du 
placenta et du foie. La taille réduite du placenta serait provoquée par un amincissement de 
la couche labyrinthique qui est formée par les cellules épithéliales trophoblastiques du 
placenta, une structure impliquée dans l'échange d'oxygène et de nutriments entre la 
circulation sanguine de la mère et de l'embryon (SCHMIDT, et al., 1995; UEHARA, et al., 
1995). L'amincissement de la couche labyrinthique du placenta chez les souris HGF et 
Met serait lié à une diminution du nombre de trophoblastes, mais les mécanismes 
cellulaires précisément impliqués dans ce phénotype ne sont pas connus. Des études in 
cellulo suggèrent toutefois que ce phénotype pourrait être lié à la capacité du récepteur Met 
de réguler positivement la survie, la prolifération ainsi que la migration et l'invasion dans 
les cellules trophoblastiques (CARTWRIGHT, et al., 2002; DASH, et al., 2005). En 
revanche, la plus petite taille du foie serait causée par une apoptose massive des cellules 
hépatocytaires (SCHMIDT, et al., 1995). 
En plus de son rôle physiologique dans l'embrogenèse, les études exploitant les modèles 
d'invalidation ou de surexpression ciblée du récepteur Met ou de HGF ont validé 
l'importance du couple HGF-Met dans la réparation tissulaire chez l'adulte (BIRCHMEIER, 
et al., 2003; TRUSOLINO, et al., 2010). Des travaux ont montré que les souris ayant une 
délétion conditionnelle du gène met au niveau de l'épiderme affichent une cicatrisation 
réduite des blessures cutanées (CHMIELOWIEC, et al., 2007). Une invalidation 
conditionnelle du gène met dans les podocytes, des cellules spécialisées du glomérule du 
rein, accélère l'évolution de la protéinurie suite à un traitement avec l'adriamycine, soit une 
accumulation anormale de protéines dans l'urine, et l'apparition de lésions au niveau des 
reins (DAI, et al., 2010). De plus, une délétion ciblée du récepteur Met dans les hépatocytes 
restreint la régénération du foie suivant une hépatectomie partielle, et hausse la mort 
cellulaire en réponse à un traitement avec un agoniste du récepteur pro-apoptotique Fas 
(BOROWIAK, et al., 2004; FACTOR, et al., 2010; HUH, et al., 2004). En revanche, chez 
des modèles de souris transgéniques, une surexpression de HGF au niveau du foie stimule 
la prolifération des hépatocytes, et augmente en conséquence la taille globale du foie et 
accélère les processus de régénération (SHIOTA, et al., 1994). 
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8. La signalisation du récepteur Met 
Comme mentionné précédemment (section 6), l'activation du récepteur Met, qu'elle soit 
provoquée par la fixation de son ligand ou bien par des altérations oncogéniques, entraîne 
sa dimérisation et l'autophosphorylation des Tyr 1234 et 1235 du domaine TK, ce qui 
stimule son activité catalytique. Ensuite, il y a phosphorylation des Tyr 1349 et 1356 de sa 
région C-terminale (Tyr 482 et 489 dans Tpr-Met), qui sont essentielles et suffisantes pour 
la liaison des protéines effectrices et pour les fonctions biologiques engendrées en aval du 
récepteur Met (révisé dans BIRCHMEIER, et al., 2003; PESCHARD, et al., 2001; 
TRUSOLINO, et al., 2010). La phosphotyrosine 1356 fait partie d'un site consensus pour la 
liaison directe de la protéine adaptatrice Grb2 (via son domaine SH2) et permet le 
recrutement de Shc (via son domaine PTB). De plus, la phosphotyrosine 1356 est 
également impliquée dans le recrutement indirect de la protéine Gabl au récepteur Met par 
le biais de Grb2, alors que la phosphotyrosine 1349 représente un site de liaison direct pour 
la protéine d'échafaudage Gabl (Figure 6) (FIXMAN, et al., 1996; FIXMAN, et al., 1997; 
FOURNIER, et al., 1996; LOCK, et al., 2003; PONZETTO, et al., 1996; WEIDNER, et al., 
1996). 
Illustrant bien le rôle fondamental des Tyr 1349 et 1356, les souris qui expriment un mutant 
du récepteur Met dans lequel ces Tyr sont substituées en phénylalanines (Y1349F et 
Y1356F), affichent un phénotype identique à celui observé lors de l'invalidation du 
récepteur Met ou de son ligand HGF (BLADT, et al., 1995 ; UEHARA, et al., 1995), c'est-
à-dire, la mort à un stade embryonnaire liée à des défauts du développement du placenta, du 
foie et des muscles squelettiques (MAINA, et al., 1996). Par contre, l'expression d'un 
mutant du récepteur Met découplé sélectivement de Grb2 (N1358H), par une substitution 
en histidine de l'asparagine clé du motif de liaison au domaine SH2 de Grb2 (pYVNV) 
(FIXMAN, et al., 1996; PONZETTO, et al., 1996), soutient le développement 
embryonnaire normal du placenta et du foie, mais non celui des muscles squelettiques 
(MAINA, et al., 1996). Le rôle des diverses protéines de signalisation dans la régulation de 
différents processus cellulaires sous-jacents aux fonctions biologiques régulées par le 
récepteur Met in vivo a été particulièrement bien caractérisé dans une variété de modèles 






Figure 6 ; Exemple des voies de signalisation initiées par le récepteur Met 
L'activation du récepteur Met mène au recrutement de plusieurs protéines effectrices. Les 
protéines Grb2 et Shc se lient directement au récepteur Met par le biais de la Tyr 1356. La 
protéine Grb2 permet le recrutement indirect de Gabl, alors que la Tyr 1349 interagit 
directement avec Gabl via un motif appelé le MBM (Met-binding motif). La protéine 
Grb2, qui est liée constitutivement à SOS, un facteur d'échange GDP-GTP de Ras, conduit 
à l'activation de la cascade mitogénique de la MAPK. La protéine Gabl, via sa capacité à 
recruter la protéine tyrosine phosphatase SHP-2, permet une activation soutenue de la voie 
MAPK, alors que le recrutement de la PI3K à Gabl active la voie PI3K/AKT et ainsi la 
survie cellulaire. 
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8.1 Signal du récepteur Met dans la dispersion cellulaire et la tubulogenèse des 
cellules épithéliales MDCK 
Lorsque les cellules MDCK sont ensemencées en deux dimensions, elles se regroupent en 
petits îlots et prolifèrent pour former éventuellement une monocouche de cellules 
épithéliales polarisées ayant l'aspect d'un pavé (Figure 7A). En revanche, quand les 
cellules MDCK sont cultivées dans une matrice de collagène, elles se divisent pour former 
un agrégat tridimensionnel de cellules, qui se développe en une lumière centrale entourée 
par une monocouche de cellules polarisées (Figure 7C). À la sous-confluence, en deux 
dimensions, un traitement avec HGF provoque un étalement des cellules MDCK, suivi par 
une dissociation les unes des autres, ce qui accroît leur capacité de migration (Figure 7A). 
Cette réponse, analogue à une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), est connue 
sous le nom de dispersion cellulaire ou « Cell scattering ». Toutefois, à confluence, un 
traitement avec HGF induit une perte partielle de la polarité et un empilement de ces 
cellules épithéliales, les unes sur les autres (Figure 7B). Enfin, lorsque les cellules MDCK 
sont maintenues dans une matrice de collagène, le traitement avec HGF enclenche un 
programme morphogénique de tubulogenèse, qui s'accompagne d'un changement de la 
morphologie sphérique des agrégats cellulaires vers une morphologie allongée et une 
ramification invasive de structures tubulaires (Figure 7C). La formation de structures 
tubulaires est un programme morphogénique complexe et fait intervertir la coordination de 
plusieurs fonctions biologiques incluant la TEM et la différentiation, la prolifération, la 
migration et l'invasion cellulaire (BALKOVETZ, et al., 1997; ZEGERS, et al., 2003). 
Les nombreuses études menées dans le contexte de ce modèle de cellules épithéliales ont 
permis d'identifier les mécanismes et les diverses voies de signalisation intracellulaire qui 
participent à la TEM et au programme morphogénique de tubulogenèse en aval du 
récepteur Met (révisé dans BIRCHMEIER, et al., 2003; PESCHARD et PARK, 2007; 







Figure 7 : Réponses biologiques de l'HGF/SF sur les cellules épithéliales MDCK en 
culture en 2D et 3D 
A. Les cellules épithéliales MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) maintenues à faible 
densité en culture 2D, s'assemblent en petits îlots. Lorsque traitées avec HGF, ces cellules 
répondent par l'étalement, suivi par une dissociation les uns des autres. B. À la confluence, 
les cellules MDCK forment en culture 2D une monocouche de cellules polarisées. Lorsque 
traitées avec HGF, ces cellules s'empilent les unes sur les autres et partiellement perdent 
leur polarité. C. Les cellules MDCK cultivées dans une matrice en 3D forment un 
kyste « cyst ». En présence d'HGF, elles changent d'une morphologie sphérique vers une 
morphologie allongée et étendent des branchements (Modifiée de Zegers., 2003). 
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Entre autres, les études exploitant des mutants de CSF-Met, une chimère du récepteur Met 
où le domaine extracellulaire du récepteur CSF est fusionné avec les domaines 
transmeiiibranaires et cytoplasmiques de Met (ZHU, et al., 1994), ont permis de montré que 
l'activité catalytique et la Tyr 1356 du récepteur Met sont requises pour la dispersion 
cellulaire et la tubulogenèse (ZHU, et al., 1994). Cependant, la Tyr 1349 et le recrutement 
direct de Grb2 à la Tyr 1356 se sont avérés essentiels pour la réponse morphogénique, mais 
non pour la dispersion cellulaire (FOURNIER, et al., 1996; NGUYEN, et al., 1997). En 
revanche, il a été montré qu'un traitement avec un antagoniste du domaine SH2 de Grb2 
restreint la migration, l'invasion et la tubulogenèse induite par HGF dans ces Cellules 
(ATABEY, et al., 2001), indiquant que la dispersion cellulaire induite en aval du mutant 
N1358H de Met implique sans doute le recrutement indirect de Grb2 via Shc. En effet, 
l'utilisation de formes variantes du récepteur Met, modifiées de façon à ce qu'elles 
n'accommodent la liaison directe que d'une seule protéine de signalisation, a montré que 
l'engagement individuel des voies de signalisation de Grb2 ou Shc est suffisant pour 
soutenir la dispersion des cellules épithéliales MDCK (SAUCIER, et al., 2002). En 
complément, l'emploi d'inhibiteurs pharmacologiques sélectifs de voies de signalisation a 
établi que la dispersion cellulaire et la tubulogenèse induites par HGF dans les cellules 
MDCK s'opèrent par des mécanismes dépendants de la TK Src ainsi que des voies MAPK 
et PI3K, toutes deux actives en aval des protéines Grb2 et Shc (KHOURY, et al., 2005; 
ROYAL et PARK, 1995; ROYAL, et al., 1997; ROYAL, et al., 2000). Comme plus 
longuement discuté ci-dessus dans l'introduction (section 8.1), quoique l'importance de 
Gabl dans la dispersion des cellules MDCK reste étonnamment encore à être validée 
expérimentalement (ex.: par ARN d'interférence), le rôle critique de Gabl dans la 
tubulogenèse en aval du récepteur Met est maintenant bien établi. 
8.2 Signalisation du récepteur Met dans l'oncogenèse des cellules fibroblastiques 
Les mécanismes et la signalisation en aval du récepteur Met, responsables de la TEM et de 
la tubulogenèse dans les cellules épithéliales, ont été bien caractérisés dans le modèle des 
cellules MDCK. Par contre, ceux impliqués dans le pouvoir oncogénique du récepteur Met 
ont été largement étudiés dans des modèles de cellules fibroblastiques incluant les NIH-3T3 
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et les Fr3T3 (BIRCHMEIER, et al., 2003; PESCHARD et PARK, 2007; TRUSOLINO, et 
al., 2010). Le potentiel oncogénique du récepteur Met est étudié par l'expression de Tpr-
Met ou des formes actives du récepteur Met. L'expression de ces derniers transforme les 
cellules fibroblastiques et leur confère une variété de propriétés oncogéniques in vitro, dont 
la prolifération au-delà de la confluence, la croissance en absence d'ancrage à la matrice 
cellulaire, la migration et l'invasion. De plus, Tpr-Met confère à ces cellules un pouvoir 
angiogénique, tumorigénique et métastatique in vivo (FIXMAN, et al., 1995; JEFFERS, et 
al., 1997; JEFFERS, et al., 1998; RODRIGUES et PARK, 1993). 
Les études de structure et de fonction, menées majoritairement dans le contexte de Tpr-
Met, ont démontré que l'activité kinasique du récepteur ainsi que la Tyr 489 (Tyr 1356 dans 
Met) jouent un rôle essentiel dans le pouvoir oncogénique du récepteur Met. Par contre, le 
site de liaison directe de Gabl, soit la Tyr 482 (Tyr 1349 dans Met), n'est pas essentiel. 
(KAMIKURA, et al., 1996; PONZETTO, et al., 1994 ; RODRIGUES et PARK, 1994). De 
plus, un rôle prédominant des protéines adaptatrices Grb2 et Shc dans le pouvoir 
oncogénique de Met a été démontré. Effectivement, la perte de liaison directe avec Grb2 
(Tpr-Met-N491H) minimise considérablement la capacité de Tpr-Met à transformer les 
fibroblastes (20 % de l'efficacité de Tpr-Met WT) (FIXMAN, et al., 1996; PONZETTO, et 
al., 1996). De plus, bien qu'à des niveaux inférieurs à Tpr-Met WT, le recrutement exclusif 
de Grb2 ou de Shc est suffisant pour induire la transformation, la croissance sans inhibition 
de contact et sans ancrage à la matrice, la migration et l'invasion cellulaire, ainsi que pour 
conférer aux fibroblastes un pouvoir tumorigénique et métastatique in vivo (SAUCIER, et 
al., 2002). Comme discuté précédemment, les liaisons de Grb2 et de Shc aux RTK ont en 
commun la capacité de mener à l'activation des voies Ras/MAPK, et aussi au recrutement 
des protéines d'échafaudage Gab, ce qui permet d'engager de multiples voies de 
signalisation impliquées dans la carcinogenèse. Une étude ayant utilisé une approche 
dominante négative, supporte que l'engagement des voies de signalisation des protéines 
Gab est essentiel au pouvoir oncogénique de Met (MOOD, et al., 2006). 
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Les études effectuées dans les cellules fibroblastiques ont permis d'identifier que le 
récepteur Met agit aussi comme un puissant inducteur de l'angiogenèse. La formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins à partir de la vascularisation préexistante (GRANT, et al., 
1993) est un processus essentiel entre autres pour l'expansion des tumeurs solides 
(BERGERS et BENJAMIN, 2003; FOLKMAN, 1971). En fait, le récepteur Met a la 
capacité de promouvoir la sécrétion du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire 
(VEGF) et d'inhiber l'expression de la thrombospondine-1 (TSP-1), qui sont respectivement 
un puissant inducteur et un régulateur négatif de l'angiogenèse (SAUCIER, et al., 2004; 
ZHANG, et al., 2003). Cette dernière étude a révélé que la signalisation de Shc, mais non 
celle de Grb2, est requise pour la réponse angiogénique et pour la croissance rapide des 
tumeurs, non seulement induites par le récepteur Met, mais aussi par le RTK EGFR-2 
(SAUCIER, et al., 2004). 
9. Les protéines d'échafaudage Gab 
Chez les mammifères, les protéines Gab incluent Gabl, Gab2 et Gab3, et font partie de la 
famille des protéines multi-adaptatrices. Ces protéines sont dépourvues d'activité 
enzymatique, mais possèdent de nombreux motifs et domaines permettant des interactions 
protéines-protéines (GU et NEEL, 2003; NISHIDA et HIRANO, 2003). Le premier 
membre de la famille des protéines Gab, Gabl, a été isolé en 1996 à partir de tumeurs 
médulloblastomes et gliales humaines, et caractérisé comme étant une protéine se liant à 
Grb2 et hautement phosphorylée en réponse au facteur de croissance EGF et à l'insuline 
(HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996). Quant à la protéine Gab2, elle a été isolée comme 
un partenaire de liaison à la protéine phosphatase SHP-2 (GU, et al., 1998), alors que le 
gène gab3 a été identifié par analogie de séquences avec gabl (WOLF, et al., 2002). Tandis 
que les protéines Gabl et Gab2 sont exprimées de façon ubiquitaire (GU, et al., 1998; 
HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996), l'expression de Gab3 se limite essentiellement aux 
tissus hématopoïétiques, notamment la rate et le thymus, et à de nombreuses lignées de 
cellules hématopoïétiques (WOLF, et al., 2002). Les protéines adaptatrices Gab contribuent 
à l'amplification des signaux induits par une variété de types de récepteurs, dont les 
récepteurs des cytokines, des intégrines et les RTK. En fait, les protéines Gab sont 
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impliquées dans de nombreux processus cellulaires, incluant la prolifération, l'apoptose, la 
migration, l'invasion cellulaire et divers programmes de morphogénèse (GU et NEEL, 
2003; NISHIDA et HIRANO, 2003). 
10. Rôles fonctionnels des protéines Gab 
Les études menées chez les modèles murins d'invalidation des gènes codant pour les 
protéines Gab ont permis de définir les fonctions physiologiques distinctes jouées par les 
différents membres de la famille des protéines Gab. En autre, les souris dans lesquelles le 
gène gabl est invalidé, présentent un phénotype embryonnaire létal, avec des anomalies 
importantes lors du développement de différents organes tels que la peau, le cœur, les 
muscles squelettiques des membres antérieurs et du diaphragme, le foie et le placenta 
(Figure 8) (ITOH, et al., 2000 ; SACHS, et al., 2000) Ces anomalies retrouvées chez les 
souris déficientes pour l'expression de Gabl démontrent une ressemblance remarquable à 
celles retrouvées chez des souris invalidées pour les gènes met ou hgf (BLADT, et al., 
1995 ; SCHMIDT, et al., 1995). Ces études démontrent que la protéine Gabl joue un rôle 
critique dans l'embryogenèse et présentent aussi les premières évidences génétiques d'un 
lien fonctionnel entre la protéine Gabl et la signalisation du récepteur Met in vivo. En 
revanche, bien que les souris déficientes pour le gène gab2 présentent une diminution de la 
réponse allergique, les souris invalidées pour les gènes gab2 et gab3 sont viables et ne 
manifestent aucun défaut morphologique majeur au cours de leur développement (GU, et 
al., 2001; NISHIDA, et al., 2002 ; SEIFFERT, et al., 2003). 
Les études d'invalidation conditionnelle du gène de gabl chez la souris ont permis de 
révéler la diversité des fonctions biologiques qui sont régulées par les voies de signalisation 
des protéines Gab. Par exemple, alors que la délétion conditionnelle du gène gabl dans les 
hépatocytes a montré un rôle important de Gabl dans le transport du glucose en réponse à 
l'insuline dans le foie (BARD-CHAPEAU, et al., 2005), celle réalisée dans les ostéoblastes 
a démontré celui dans le contrôle de l'homéostasie osseuse (WENG, et al., 2009). 
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Figure 8 : Rôles de Gabl dans le développement embryonnaire 
A. Défauts de développement du cœur. Les souris Gabl'1' affichent du sang dans la cavité 
péricardique et une hypoplasie de la chambre ventric.ulaire, indiquée par la flèche. B. 
Défauts de développement du placenta. Les souris Gabl'1" démontrent moins de cellules 
trophoblastiques dans la région du labyrinthe (Modifiée de ltoh., 2000). C. Défauts de 
développement des muscles squelettiques. Les embryons Gab 1'"affichent un défaut dans la 
migration des cellules progénitrices myogéniques, indiquée par la flèche (Modifiée de 
Sachs., 2000). D. Défauts de développement de l'épiderme. Les souris Gabl'1' ont une 
couche granuleuse plus mince par rapport aux souris contrôles (Modifiée de ltoh., 2000). 
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Une autre étude, ou les auteurs ont effectué une invalidation du gène gabl sélectivement 
dans les cardiomyocytes chez les souris Gab2 knockout, supporte que les voies de 
signalisation de ces protéines adaptatrices soient impliquées dans la maintenance et la 
stabilisation des fonctions cardiaques au cours du développement postnatal (NAKAOKA, 
et al., 2007). Finalement, par une approche similaire, une étude a démontré que la protéine 
Gabl, mais non Gab2, serait essentielle dans l'endothélium à l'induction de l'angiogenèse 
en réponse à l'ischémie des membres inférieurs au stade postnatal, ce qui supporte que les 
protéines adaptatrices Gabl et Gab2 servent également des fonctions biologiques distinctes 
(SHIOYAMA, et al., 2011). 
11. Structure des protéines Gab 
D'un point de vue structurel, les protéines Gab possèdent une grande homologie entre elles. 
Elles ont en commun un domaine PH (Pleckstrin homology) à leur extrémité N-terminale 
(Figure 9), qui constitue la région la plus conservée parmi les membres de la famille Gab. 
Ce domaine se lie au PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphates), le produit lipidique de 
la PI3K, et est indispensable aux fonctions biologiques des protéines Gab. En effet, un 
mutant de Gabl possédant une délétion de son domaine PH mène à une signalisation 
déficiente et ne peut promouvoir la tubulogenèse dans le contexte des cellules épithéliales 
MDCK en aval du récepteur Met (MAROUN, et al., 1999). De plus, le domaine PH est 
nécessaire à la localisation cellulaire de la protéine Gabl au niveau des zones de contact 
cellules-cellules (MAROUN, et al., 1999). 
Les protéines Gab contiennent également dans leur région centrale un domaine PRD 
{Proline Rich Domain), composé de séquences riches en prolines, qui sont impliquées dans 
les interactions protéines-protéines. Ce domaine inclut les deux sites de liaison au domaine 
SH3 C-terminal de la protéine adaptatrice Grb2 (Figure 9). L'un de ces sites est composé 
d'une séquence consensus PXXP, alors que le site nommé non canonique est constitué 
d'une séquence PX3RX2KP (LOCK, et al., 2000; SCHAEPER, et al., 2000). C'est par le 
biais de ces deux motifs, donc de manière indirecte via l'intermédiaire de la protéine Grb2, 
que les protéines Gab sont recrutées auprès de la plupart des RTK. 
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Figure 9 : Structure schématique des protéines Gabl, Gab2 et Gab3 
Les différents domaines impliqués dans les interactions protéine-protéine sont montrés. 
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Chez la protéine Gabl, la région PRD renferme aussi le domaine MBD (Met-binding 
domain) que Weidner et collaborateurs ont identifié, lors d'un criblage double-hybride chez 
la levure, comme étant un domaine pouvant se lier directement au récepteur Met 
(WEIDNER, et al., 1996). Cette interaction directe entre le récepteur Met et le MBD de 
Gabl fait intervenir un motif riche en prolines de 13 acides aminés (aa 487-499) appelé le 
MBM (Met binding motif), avec la phosphotyrosine 1349 du récepteur Met (LOCK, et al., 
2002; LOCK, et al., 2003). Seulement la protéine Gabl peut se lier directement au 
récepteur Met puisque le MBM est absent des autres protéines Gab. 
Une étude menée sur des souris génétiquement modifiées exprimant des mutants de la 
protéine Gabl dépourvus des sites de liaison de Grb2 ou du MBM, a permis de montrer 
l'importance fonctionnelle de ces deux modes d'interaction distincts (direct et indirect), 
entre la protéine Gabl et le récepteur Met au cours du développement (SCHAEPER, et al., 
2007). Alors qu'une interaction soit directe ou indirecte entre Gabl et le récepteur Met est 
suffisante pour soutenir la migration des précurseurs des muscles squelettiques, les deux 
modes de liaison sont requis pour le développement du placenta et du foie ainsi que pour la 
fermeture du palais (SCHAEPER, et al., 2007). Le motif MBM étant absent chez les 
protéines adaptatrices Gab2 et Gab3, ces dernières ne peuvent se lier directement au 
récepteur Met (LOCK, et al., 2002). D'ailleurs, ce mode de recrutement direct de Gabl au 
récepteur Met est unique, puisque Gabl ne se lie aux autres types de RTK que par un 
mécanisme indirect impliquant la molécule Grb2 (GU et NEEL, 2003; LIU et 
ROHRSCHNEIDER, 2002; WOHRLE, et al., 2009). 
12. La signalisation de Gabl 
Comme mentionné précédemment, l'interaction des protéines Gab aux RTK actifs se fait 
par le biais d'un mécanisme indirect qui implique comme intermédiaire la protéine Grb2. 
La protéine Gabl peut aussi se lier de façon directe au récepteur Met. Indépendamment de 
son mode de liaison, Gabl subit une phosphorylation rapide de ses Tyr, créant ainsi des 
sites de liaisons pour le recrutement d'une variété de protéine de signalisation, telles que la 
tyrosine phosphatase SHP-2, la sous-unité p85 de la PI3K, la PLCy (Phospholipase Cy) et 
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les protéines adaptatrices Nck (non-catalytic région of tyrosine kinase) et Crk (CT10 
regulator of kinase). La pertinence fonctionnelle de chacun de ces complexes protéiques 
formés entre ces molécules effectrices et les protéines Gab en aval des RTK est discutée ci-
dessous. 
12.1 Le complexe Gab-SHP-2 
Le recrutement de SHP-2 est une caractéristique conservée entre les membres de la famille 
Gab (GU et NEEL, 2003; LIU et ROHRSCHNEIDER, 2002; WOHRLE, et al., 2009). C'est 
par le biais de deux domaines SH2 (N-SH2 et C-SH2) que la protéine SHP-2 interagit avec 
le domaine C-terminal des protéines Gab (HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996). Quoique 
l'importance de l'interaction entre Gabl et SHP-2 dans l'activation de la voie MAPK en 
aval des RTK soit bien documentée, le mécanisme exact par lequel le complexe Gabl-SHP-
2 conduit à l'activation soutenue de la voie Ras/M APK est encore incertain. Un modèle 
proposé est que SHP-2 déphosphorylerait sur Gabl le site de liaison pour la protéine 
RasGAP (Ras GTPase activating protein), un effecteur et régulateur négatif de Ras. Ainsi, 
SHP-2 provoquerait la libération de la RasGAP du complexe RTK/Gab, aboutissant alors à 
une activation soutenue de la voie Ras/MAPK (MONTAGNER, et al., 2005). 
L'importance multifonctionnelle du complexe Gabl-SHP-2 en aval des RTK est bien 
documentée. Par exemple, il a été montré dans une variété de types cellulaires, dont les 
fibroblastes, les cellules de glioblastomes, les cellules épithéliales MDCK et celles dérivées 
de cancer du sein, que l'expression d'un mutant de Gabl dépourvue des sites de liaison de 
SHP-2 (GablASHP2) inhibe l'activation de la voie MAPK suite à une stimulation à l'EGF 
(CUNNICK, et al., 2000; CUNNICK, et al., 2001; HOLGADO-MADRUGA et WONG, 
2004; KAPOOR, et al., 2004; MENG, et al., 2005). Notamment, dans les fibroblastes NIH-
3T3, le mutant GablASHP2 renverse la transformation induite par EGF, et inhibe la 
prolifération (HOLGADO-MADRUGA et WONG, 2004). De plus, une étude a montré 
qu'une diminution de l'expression de Gabl dans les cellules endothéliales bovines, par une 
approche d'ARN interférence, bloque l'activation de la voie MAPK ainsi que la migration 
et la formation de capillaires en aval du récepteur VEGF, un phénotype reproduit lors de la 
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surexpression du mutant Gabl ASHP2 (LARAMÉE, et al., 2007). D'une manière similaire, 
la migration et la prolifération des cellules endothéliales induites par HGF ont aussi été 
montrées d'être dépendantes de la formation du complexe Gabl-SHP-2 et de l'activation de 
la MAPK (SHIOYAMA, et al., 2011). Enfin, alors que l'expression du mutant Gabl ASHP2 
réduit la capacité du récepteur Met à induire l'activation soutenue de la MAPK et la 
tubulogenèse dans les cellules épithéliales MDCK (MAROUN, et al., 2000), chez les 
oocytes de Xenopus, la liaison de SHP-2 est requis à l'activation de la MAPK et à la 
progression du cycle cellulaire médiée par Gabl en aval de Tpr-Met (MOOD, et al., 2006). 
De façon plus importante, les souris transgéniques qui expriment le mutant GablASHP2, en 
lieu de la protéine Gabl endogène, meurent à un stade embryonnaire et présentent des 
anomalies dans la migration des cellules progénitrices musculaires et dans le 
développement du placenta (SCHAEPER, et al., 2007). L'ensemble de ces études souligne 
l'importance physiologique de l'interaction entre Gabl et SHP-2, et de l'activation de la 
MAPK dans d'une variété de fonctions biologiques contrôlées par les RTK. 
12.2 Le complexe Gab-PI3K 
Les protéines Gab possèdent plusieurs sites de liaison pour le domaine SH2 de la sous-unité 
régulatrice p85 de l'enzyme PI3K (GU, et al., 2000; HOLGADO-MADRUGA, et al., 
1997). La PI3K représente l'une des plus importantes protéines de signalisation associées 
aux protéines Gab, en raison de son implication dans un large éventail de réponses 
biologiques en aval des RTK, dont la prolifération et la différenciation cellulaire ainsi que 
la migration et l'invasion (révisé dans GU et NEEL, 2003; LIU et ROHRSCHNEIDER, 
2002; WOHRLE, et al., 2009). De plus, l'association de la PI3K avec les protéines Gab en 
aval des RTK mène à son activation, et donc ainsi à celle de la voie PI3K/AKT, qui joue un 
rôle central dans la survie cellulaire. L'engagement de Gabl est particulièrement important 
dans le contexte des RTK qui ne possèdent pas de site de liaison directe avec la PI3K, 
comme pour les récepteurs EGFR, VEGFR2 et TrkA (le récepteur de haute affinité pour le 
facteur de croissance neuronal, NGF). Les protéines Gab servent alors d'intermédiaires 
entre ces récepteurs et l'activation la voie PI3K/AKT (CARON, et al., 2009; DANCE, et 
al., 2006; KORHONEN, et al., 1999; MATTOON, et al., 2004). 
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Il est important de noter que la PI3K est aussi un régulateur d'importance de la localisation 
cellulaire des protéines Gab et ainsi de leurs fonctions. Ceci fait intervenir le domaine PH 
des protéines Gab, qui se lie sélectivement au PIP3, le produit de la PI3K. Tel que 
caractérisé dans le contexte de Gabl, l'activation de la PI3K permet la mobilisation de 
Gabl à la membrane, créant ainsi une boucle d'activation des voies de Gabl, incluant celles 
induites par SHP-2 (MAROUN, et al., 1999 ; RODRIGUES, et al., 2000). En effet, il a été 
démontré qu'un traitement des cellules épithéliales MDCK avec un inhibiteur de la PI3K 
(LY294002) empêche la localisation de Gabl au niveau des zones de contact cellule-cellule 
en réponse à HGF. La dispersion cellulaire et la tubulogenèse sont aussi inhibées suite au 
traitement (MAROUN, et al., 1999; ROYAL et PARK, 1995; ROYAL, et al., 1997). De 
plus, l'expression de mutants de Gabl incapables de se lier à la PI3K ou bien ayant une 
délétion du domaine PH, diminue la formation des tubules induite par le récepteur Met dans 
les cellules MDCK (MAROUN, et al., 1999). Il en est de même pour le récepteur VEGFR2 
dans les cellules endothéliales, où la mobilisation de Gabl à la membrane et au récepteur 
actif mène à l'activation de la voie PI3K/AKT, et à la migration cellulaire (LARAMEE, et 
al., 2007). De façon importante, une étude a montré que les souris transgéniques ayant leur 
gène gabl substitué avec le mutant de GablAp85 sont viables, mais présentent des défauts 
dans la fermeture des paupières chez les embryons, ce qui est causée par une diminution de 
la capacité migratoire des kératinocytes de la peau en réponse à l'activation du récepteur 
EGF (SCHAEPER, et al., 2007). 
12.3 Autres complexes protéiques des protéines Gab 
Quoique les rôles des liaisons crées entre les protéines Gab et les molécules SHP-2 et PI3K 
dans les fonctions des RTK restent à ce jour les mieux caractérisés, des études démontrent 
également l'importance des complexes formés entre les protéines Gab et la PLCy ainsi que 
les protéines adaptatrices Crk et Nck (révisé dans (GU et NEEL, 2003; LIU et 
ROHRSCHNEIDER, 2002; WOHRLE, et al., 2009). Alors que le complexe Gabl-PLCy ne 
semble pas essentiel pour la dispersion des cellules MDCK, la signalisation de la PLCy est 
nécessaire pour l'induction du changement morphogénique induit par HGF (GUAL, et al., 
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2000). De même, il a été montré dans un modèle d'embryogenèse chez les Xenopus, que 
l'activation de la voie de la PLOy est requise pour l'induction d'un programme de 
morphogenèse aberrant en aval de Tpr-Met, soit la formation ectopique de structure de la 
queue (ISHIMURA, et al., 2006). Quant à la protéine adaptatrice Crk/CrkL, elle semble 
jouer un rôle important dans la croissance, la migration et l'invasion cellulaire ainsi que 
dans la tubulogenèse (LAMORTE, et al., 2002). D'ailleurs, la surexpression de Crk confère 
à l'EGF un pouvoir morphogénique alors que normalement les cellules MDCK sont inaptes 
à former des tubules en réponse à ce facteur de croissance (LAMORTE, et al., 2002). Plus 
récemment, des études ont montré que l'interaction entre les protéines Gabl et Nck est 
essentielle, en aval du récepteur Met, à l'induction de la morphogénèse épithéliale des 
MDCK, et la formation de protrusions membranaires spécialisées à la surface dorsale des 
cellules (ABELLA, et al., 2010; ABELLA, et al., 2010). Ces structures, communément 
appelées "dorsal ruffles", constituent des extensions circulaires riches en actine 
filamenteuse qui forment des microdomaines de signalisation et qui sont impliquées dans la 
migration cellulaire dirigée (BUCCIONE, et al., 2004). 
En résumé, comme illustré (Figure 7) dans le contexte du récepteur Met et de la protéine 
Gabl dans le modèle de cellules épithéliales MDCK, chacun des complexes protéiques 
formés par les protéines Gab accomplit des fonctions particulières, ce qui en somme permet 
aux protéines d'échafaudages Gab de contribuer à l'amplification et à l'intégration de 
multiples signaux intracellulaires en aval des RTK. 
13. Dérégulation du couple HGF-Met et des protéines Gab dans le cancer 
Tel que nous l'avons vu précédemment, les RTK sont une famille de récepteurs qui, 
lorsqu'ils sont activés par leurs ligands, engendrent à l'intérieur de la cellule diverses 
cascades de signalisation, conduisant à la stimulation de nombreuses réponses biologiques, 
telles la prolifération, la survie cellulaire, la TEM, la migration et l'invasion (LEMMON et 
SCHLESSINGER, 2010). Ces dernières correspondent toutes à des processus cellulaires 
qui, peuvent contribuer à l'initiation et à la progression métastatique du cancer s'ils sont 
contrôlés de façon anarchique (HANAHAN et WEINBERG, 2011). Il n'est donc pas 
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surprenant que la dérégulation des RTK, ainsi que des voies de signalisation qu'ils 
engagent, soit un événement commun dans les cancers chez l'humain (BLUME-JENSEN et 
HUNTER, 2001; LEMMON et SCHLESSINGER, 2010). 
13.1 Mécanismes impliqués dans la dérégulation des RTK dans le cancer 
La dérégulation des RTK dans le cancer, tel qu'illustré ici pour le couple HGF-Met 
(Tableau 1), fait intervenir une variété de mécanismes, comme des mutations activatrices 
ou bien la formation de boucles autocrines et/ou paracrines suite à une surexpression 
membranaire du récepteur ou à une hypersécrétion du ligand (révisé dans (BIRCHMEIER, 
et al., 2003; TRUSOLINO, et al., 2010). Par exemple, les mutations activatrices du gène 
met peuvent être germinales (cancer du rein papillaire héréditaire et de l'estomac) ou bien 
somatiques (glioblastome, hépatocarcinome et mélanome, et cancer bronchique et 
gastrique). Ces mutations se retrouvent majoritairement dans le domaine TK du récepteur 
Met, mais aussi au niveau des domaines régulateurs extracellulaires Sema et juxta-
membranaires. Pour sa part, la formation de boucles autocrines et paracrines implique une 
activation transcriptionnelle des gènes met et/ou hgf. En effet, des études ont montré que le 
gène codant pour le récepteur Met se trouve amplifié dans environ 10 à 20% des 
carcinomes gastriques (SAKAKURA, et al., 1999), dans certains cancers de l'œsophage 
(HOULDSWORTH, et al., 1990) et dans les métastases hépatiques des cancers colorectaux 
(DI RENZO, et al., 1995). L'activation aberrante de la signalisation du récepteur Met par la 
formation d'une boucle autocrine se manifeste particulièrement dans les ostéosarcomes et 
les glioblastomes, tandis que celle dans le cancer du sein, de la prostate et du poumon serait 
paracrine (BIRCHMEIER, et al., 2003). Entre autres, dans le cancer du sein, la dérégulation 
de la signalisation du récepteur Met serait liée à une sécrétion de HGF par les cellules 
saines du stroma péritumoral et une surexpression du récepteur Met dans les cellules 
épithéliales cancéreuses de la glande mammaire (LENGYEL, et al., 2005). Quoique les 
mécanismes qui mènent à la dérégulation des RTK puissent varier selon le type de cancer, 
il n'en reste pas moins que les effets sont les mêmes, c'est à dire une dérégulation aberrante 
des voies de signalisation intracellulaires qui sont associées à ces RTK. 
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HGF MET Tumeur Métastase Tumeur 
Bladder + + + 
Breast + + 
Cervical + 
Cholangiocarcinoma 
Colorectal + + + 
Gastric + + + + + 
Head and neck + + + + 
Kidney, HPRC + + + 
Carcinome Liver + + + 
Lung, SCLC + + 
Nasopharyngeal + + + 
Oropharynx + + + + 
Ovarian + 
Pancréas + + 
Prostate + + 
Thyroid + + 
Osteosarcoma + + 
Synovial sarcoma + + 
Sarcome Rhabdomyosarcoma + + 
MFH/Fibrosarcoma + + 
Leiomyosarcoma + + 
Kaposi's sarcoma + + 
Multiple myeloma + + 
Hématopoiétique Lymophomas + + 
Adulte T-cell leukaemia + + 
Chromic myeloid leukaemia + + 
Glioblastomas/Astrocytomas + + + 
Autres Melanoma + + 
Mesothelioma + + 
Wilm's tumor + + 
Tableau 1 : Cancers impliquant une dérégulation de couple de l'HGF/Met 
La dérégulation des voies de signalisation du récepteur Met peut impliquer une 
surexpression du récepteur Met et/ou de son ligand, HGF, des mutations activatrices du 
récepteur Met ou l'expression de l'oncoprotéine Tpr-Met (Modifiée de Birchmeier., 2003). 
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13.2 La dérégulation des protéines Gab dans le cancer 
Compte tenu de leur rôle central dans de nombreux processus physiologiques, il n'est pas 
surprenant que les protéines de la famille Gab soient impliquées dans la progression du 
cancer. Entre autres, des études ont démontré que l'expression de la protéine Gab2 
augmente au cours de la progression de la leucémie myéloïde chronique (LMC), de certains 
cancers gastriques, du sein et du poumon. De plus , le gène gab2 est amplifié dans certains 
types de cancer de l'ovaire et du sein (AUMANN, et al., 2011; FLEUREN, et al., 2010; 
KE, et al., 2007; LEE, et al., 2007; XU, et al., 2011). En fait, la surexpression de Gab2 
favorise la migration, l'invasion et régule négativement l'expression de la E-cadhérine dans 
des cellules cancéreuses ovariennes. De plus, une répression du niveau d'expression de 
Gab2 provoque un effet négatif sur ces mêmes réponses biologiques (WANG, et al., 2011). 
Des études ont aussi montré que Gab2 est essentiel à la transformation cellulaire induite par 
l'oncogène Bcr-Abl, qui est à l'origine de la majorité des LMC (SATTLER, et al., 2002). 
La surexpression de Gab2 dans les cellules MCFIOA, qui sont des cellules épithéliales 
humaines du sein immortalisées mais non-transformées, augmente leur capacité 
proliférative, lorsqu'elles sont cultivées en 3 dimensions (BENTIRES-ALJ, et al., 2006). 
D'autres part, dans un modèle murin de carcinogenèse de la glande mammaire induite par 
une forme active du récepteur ErbB-2 [souris transgéniques MMTV (Mouse mammary 
tumor virus)-ERbB2 (Her2/EGFR2)], la délétion du gène gab2 diminue la formation de 
tumeurs et de métastases (KE, et al., 2007). 
Contrairement à Gab2, dont les évidences cliniques suggèrent un rôle important dans la 
progression de certains cancers, il semble qu'aucune étude n'ait à ce jour attribué un rôle à 
une dérégulation de l'expression de Gabl dans le cancer. Il n'en reste pas moins que 
plusieurs études menées dans divers modèles cellulaires soutiennent que Gabl joue un rôle 
fondamental dans la transformation oncogénique induite en aval des RTK, y compris les 
membres de la famille des récepteurs EGFR et à l'insuline, ainsi que le récepteur Met 
(HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996; MOOD, et al., 2006; YAMASAKI, et al., 2003). 
Par exemple, une surexpression de Gabl dans les cellules fibroblastiques promeut la 
transformation et la croissance sans ancrage à la matrice induites par EGF et l'insuline, 
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alors que ces réponses sont réprimées dans les cellules n'exprimant pas Gabl (HOLGADO-
MADRUGA, et al., 1996; YAMASAKI, et al., 2003). 
13.3 La dérégulation du couple HGF-Met dans le cancer colorectal 
Les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la transformation néoplasique 
de l'épithélium colorectal ainsi que dans la progression métastatique des CCR restent 
encore peu définis. Cependant, tout indique un rôle prédominant de la dérégulation des 
RTK dans ce cancer (révisé dans SAUCIER et RIVARD, 2010). Toutefois, cette 
dérégulation dans le CCR ne semble pas impliquer d'altérations génétiques sur les 
récepteurs mêmes, mais plutôt la création de boucles activatrices. En effet, l'expression de 
nombreux RTK et celle de leurs ligands se retrouve fréquemment augmentée dans les 
lésions primaires de CCR et dans les métastases, dont celle du récepteur Met et de son 
ligand, HGF. 
Les évidences cliniques et expérimentales d'un rôle fondamental de la dérégulation de la 
signalisation HGF-MET dans l'initiation et la progression métastatique des CCR sont 
probantes et abondantes. En occurrence, dans la majorité des CCR, les niveaux d'expression 
du récepteur Met et de HGF dans les cellules du stroma sont augmentés dans les spécimens 
tumoraux par rapport à la muqueuse normale. Ceci est observable dès les stades précoces 
de la maladie, y compris dans les adénomes ayant un faible degré de dysplasie. De plus, le 
récepteur Met est surexprimé dans virtuellement tous les carcinomes colorectaux invasifs et 
son gène est amplifié dans -10% des métastases colorectales au foie (DI RENZO, et al., 
1995; FAZEKAS, et al., 2000; HISCOX, et al., 1997; LIU C, 1992; OTTE, et al., 2000). De 
façon significative, le niveau d'expression du récepteur Met dans les tumeurs de CCR est un 
indicateur du potentiel invasif et métastatique des stades précoces, alors que la co-
expression des gènes met et hgf dans les spécimens de tumeurs primaires colorectales 
représente un indicateur indépendant de mauvais pronostic (DI RENZO, et al., 1995; 
FAZEKAS, et al., 2000; KAMMULA, et al., 2007; STEIN, et al., 2009; TAKEUCHI, et al., 
2003). 
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Les études expérimentales en culture ont documenté qu'une stimulation avec HGF ou une 
surexpression du récepteur Met confèrent des propriétés métastatiques aux lignées 
cellulaires de cancers colorectaux humains et murins, incluant la dispersion cellulaire, la 
migration et l'invasion (FASSETTA, et al., 2006; KATAOKA, et al., 2000; 
KERMORGANT, et al., 2001; LONG, et al., 2003; STEIN, et al., 2009). En revanche, 
l'inhibition de la signalisation de Met dans les lignées cellulaires cancéreuses colorectales 
hautement métastatiques, par le biais d'approches variées, diminue leur pouvoir 
métastatique in vitro, se traduisant par un effet négatif sur la migration et l'invasion, et la 
diminution de leur capacité à former des métastases in vivo (ARENA, et al., 2007; 
HERYNK, et al., 2003; PARR, et al., 2000; STEIN, et al., 2009; VAN DER HORST, et al., 
2009; WEN, et al., 2004; WEN, et al., 2007). Des travaux de recherche menés dans notre 
laboratoire ont montré que l'activation oncogénique du récepteur Met, par l'expression de 
Tpr-Met, confère aux cellules IEC-6, des cellules épithéliales intestinales normales et 
immortalisées, des propriétés angiogéniques, tumorigéniques et métastatiques (BERNIER, 
et al., 2010). L'ensemble de ces observations suggère que l'interaction paracrine entre le 
récepteur Met et son ligand HGF est susceptible de prendre place au sein du 
microenvironnement des carcinomes colorectaux et de jouer un rôle important dans la 
progression des CCR. 
13.4 La signalisation du récepteur Met dans le CCR 
Bien que la dérégulation des RTK soit considérée comme un facteur majeur dans l'initiation 
à la progression des CCR, très peu d'études se sont penchées directement sur le rôle des 
protéines associées aux RTK dans le CCR (SAUCIER et RIVARD, 2010). Toutefois, une 
étude a identifié que les cellules métastatiques de CCR expriment des niveaux plus élevés 
du gène grb2 que celles des tumeurs primaires, et une corrélation est observée entre les 
niveaux protéiques de Grb2 détectés dans les spécimens de carcinomes humains par 
immunohistochimie, et la présence de métastases hépatiques (YU, et al., 2008). De plus, 
cette étude a aussi observé qu'un traitement avec un antagoniste du domaine SH2 de Grb2 
diminue la migration des cellules de CCR SW620 in vitro, démontrant une impliquation de 
la proteine adaptatrice Grb2 dans le CCR. 
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En lien avec ces observations, notre laboratoire a montré, en exploitant des formes 
oncogéniques du récepteur Met, modifiées pour qu'il ne se lie qu'à une seule protéine, que 
l'activation oncogénique des voies de signalisation en aval de Grb2 ou de Shc est suffisante 
pour induire une variété de processus cancéreux dans les cellules épithéliales intestinales 
non-transformées IEC-6 (Pomerleau et al. résultats non-publiés). Ces processus incluent 
une transformation TEM, une capacité de croître au-delà de la confluence et sans ancrage à 
la matrice ainsi qu'un pouvoir de résistance à l'anoïkose, de migration et d'invasion accrues. 
Par contre, une étude démontre que la surexpression du récepteur Met accélère le pouvoir 
invasif et métastatique des cellules cancéreuses colorectales humaines DLD-1, par des 
mécanismes dépendant de Gabl mais non de la signalisation de Grb2 ou de Shc (SEIDEN-
LONG, et al., 2008). 
14. Hypothèse et objectifs de recherche 
Malgré certains résultats prometteurs obtenus en clinique avec des drogues qui ciblent les 
RTK dans le traitement des CCR métastatiques avancés, comme avec les agents qui 
inhibent l'activation du récepteur EGFR, les effets bénéfiques observés à ce jour demeurent 
plutôt modestes (SAUCIER et RIVARD, 2010). Une des raisons expliquant la résistance 
observée à ces thérapies est qu'un seul RTK est ciblé, malgré l'hétérogénéité des RTK 
dérégulés dans le CCR. Une des approches thérapeutiques alternatives attrayantes serait 
donc de cibler les protéines effectrices qui sont engagées communément par plusieurs RTK, 
notamment celles qui régulent les processus fondamentaux à la progression du CCR 
(SAUCIER et RIVARD, 2010). De ce fait, l'élaboration de nouvelles thérapies pour le CCR 
requiert une connaissance approfondie de la contribution des protéines de signalisation 
engagées par les RTK dans l'initiation et la progression des CCR. Cependant, les voies de 
signalisation des RTK contribuant à la transformation oncogénique des cellules épithéliales 
intestinales demeurent à ce jour peu caractérisées, de même que le rôle des membres de la 
famille des protéines d'échafaudage Gab. 
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Dans notre laboratoire, nous avons développé un modèle d'étude permettant de caractériser 
les voies de signalisation en aval du récepteur Met qui sont impliquées dans son pouvoir 
oncogénique, et ce dans un modèle de cellules épithéliales intestinales, soit les cellules 
IEC-6 exprimant l'oncoprotéine Tpr-Met (BERNIER, et al., 2010). Les expérimentations 
ont montré qu 'in vitro, ces cellules présentent une morphologie transformée et acquièrent 
une perte d'inhibition de contact et une résistance à l'anoïkose, ainsi qu'une capacité de 
migration et d'invasion accrue. De plus, les cellules IEC-6 qui expriment l'oncoprotéine 
Tpr-Met possèdent un pouvoir angiogénique, tumorigénique et métastatique in vivo. 
En prenant en compte : 1- Les évidences qui appuient un rôle important des protéines 
Gab dans la signalisation du récepteur Met ; 2- De l'importance de ces protéines dans divers 
processus cancéreux et 3- De nos résultats qui montrent que l'engagement de protéines 
effectrices (Grb2 et Shc) qui permettent le recrutement des protéines Gab aux RTK, est 
suffisant pour conférer un pouvoir oncogénique aux cellules IEC-6, nous avons émis 
l'hypothèse que le pouvoir oncogénique du récepteur Met dans les cellules épithéliales 
intestinales est en partie dépendant de rengagement des voies de signalisation des 
protéines Gab. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Vecteurs et ADN 
Les plasmides pBabe et pcDNA codant pour la région MBD (Met-binding domain) de la 
protéine Gabl de souris ont été généreusement offerts par la Dre Morag Park (Université 
McGill, CA). Les constructions utilisées pour nos études comprennent le MBD de type 
sauvage (MBD-WT) ainsi que le MBD possédant une délétion pour les sites de liaison avec 
Grb2 et Met (MBM-AG/AM) (MOOD, et al., 2006). 
2. Culture cellulaire 
2.1 La lignée cellulaire IEC-6 
Les cellules épithéliales intestinales IEC-6, qui sont une lignée cellulaire épithéliale 
normale dérivée de la crypte intestinale de rat nouveau-né, originent du laboratoire du Dr 
Andréa Quaroni (Cornell University, Ithaca, NY). Ces cellules immortalisées possèdent des 
caractéristiques typiques des cellules indifférenciées de la crypte intestinale, y compris une 
morphologie épithélioïde en formant des jonctions serrées (QUARONI, et al., 1979). En 
outre, les cellules IEC-6 présentent des caractéristiques de cellules épithéliales non 
transformées, y compris une croissance inhibée au contact, une prolifération dépendante à 
l'ancrage à la matrice extracellulaire et l'incapacité de former des tumeurs lorsqu'elles sont 
injectées dans les souris nues (BERNIER, et al., 2010; LEMIEUX, et al., 2009; QUARONI, 
et al., 1979; SHENG, et al., 2001; VOISIN, et al., 2008). Ces cellules ont été maintenues en 
culture à 37 °C dans une atmosphère humidifiée avec 5% CO2, dans le milieu DMEM 
(Dulbecco's modified Eagle's médium) supplémenté de 10% de sérum bovin fœtal (FBS) et 
50(j.g/ml de gentamicine (Wisent, St-Bruno, Québec). Le milieu a été changé aux 2 jours et 
les cellules ont été réensemencées dans un ratio 1 : 8 à l'atteinte d'une confluence de -70%. 
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2.2 La population cellulaire Tpr-Met-IEC-6 
Une population de cellules IEC-6 exprimant l'oncoprotéine Tpr-Met (Tpr-Met-IEC-6) a été 
générée dans notre laboratoire suite à une infection rétro virale de l'ADN pLXSN-Tpr-Met 
(BERNIER, et al., 2010). Ces cellules présentent une morphologie de cellules transformées 
fibroblastiques, et possèdent la capacité de croître en absence d'ancrage à la matrice 
extracellulaire ainsi qu'après l'atteinte de la confluence. De plus, in vivo, les cellules Tpr-
Met-IEC-6 induisent des tumeurs suite à leur injection sous-cutanée dans les souris et 
forment des métastases dans les poumons ou le foie lorsqu'elles sont injectées dans la veine. 
de la queue ou de façon intra-splénique, respectivement (BERNIER, et al., 2010). Elles sont 
maintenues dans les mêmes conditions que les cellules IEC-6. 
2.3 Génération des lignées cellulaires Tpr-Met-IEC-6 exprimant le vecteur vide 
pBabe, MBD-WT ou le MBD-AG/AM 
Les populations de cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant les différentes constructions du 
domaine MBD ont été générées suite à une infection rétrovirale avec l'ADN pBabePuro 
vide, pBabePuro/MBD-WT et pBabePuro/MBD-AG/AM. Elles sont maintenues dans les 
mêmes conditions que les cellules IEC-6, à l'exception de l'ajout de l'agent de sélection, 
soit la puromycine (2 ng/ml). 
2.3.1 Production des virions 
Les cellules HEK 293T (cellules embryonnaires de rein humain exprimant l'antigène large 
T) ont été ensemencées dans des pétris de 10 cm à une densité de 4 x 105 dans le milieu 
DMEM complémenté avec 10% de sérum. Le lendemain, elles ont été co-transfectées avec 
5 jig d'ADN d'intérêt et de l' ADN rétroviral pVPack-VSV-G (encodant pour la 
glycoprotéine vésiculaire du virus de la stomatite) et pVPack-GP (vecteur d'expression 
gag-pol), le tout dilué dans 600 (iL de DMEM contenant le réactif FuGENE® 6 (Roche, 
Indianapolis, IN, USA). Après 2 jours, le milieu de culture des cellules HEK293T 
transfectées a été remplacé par 8 ml de milieu DMEM complémenté avec 10% de sérum 
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inactivé à la chaleur (incubation à 56°C pendant 30 min) afin d'inactiver le complément. 
Après une incubation de 2 jours à 37°C, le milieu de culture des cellules 293T transfectées, 
contenant les virions en suspension, a été prélevé et filtré à l'aide d'un filtre PVDF dont les 
pores mesurent 0,45 |im de diamètre, afin d'éliminer les débris cellulaire. Les virus ont été 
conservés en aliquots de 1.5 ml à -80°C. 
2.3.2 Infection rétrovirale 
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 ont été ensemencées à une densité de 0,5 x 105 cellules/puits 
dans des plaques de 6 puits. Lors de l'infection virale, le milieu de culture a été remplacé 
par 1 ml de suspension virale contenant 4 (ig/ml polybrène (Sigma Aldrich, Oakville, CA). 
Les cellules ont été incubées 4 h à 37°C et 3 ml du milieu approprié à ces cellules (DMEM 
supplémenté de 10% de sérum inactivé) ont été ajoutés à chaque puits. Les cellules ont été 
incubées pendant 2 jours à 37°C. Par la suite, le milieu des cellules a été remplacé à tous les 
deux jours pendant deux semaines par du milieu DMEM complet additionné de puromycine 
à une concentration finale de 2 |ag/ml, de façon à faire la sélection des cellules ayant 
incorporées le gène d'intérêt. 
3. Analyse des protéines 
3.1 Préparation de lysats cellulaires 
Dans le but d'analyser l'expression de diverses protéines issues de types cellulaires variés, 
les cellules ont été lysées dans un tampon Triton (50mM HEPES pH7.4, 150mM NaCl, 
10% Glycérol, 0.5% Triton X-100, 2mM EDTA pH8, 1.5mM MgCh) ou RIPA (Radio 
Immuno Précipitation Assay : 50mM Tris pH 8.0, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium 
deoxycholate, 0,1% SDS). Les tampons de lyse ont été complémentés avec des inhibiteurs 
de protéases et de phosphatases juste avant leur utilisation (10 jxg/ml d'aprotinine et de 
leupeptine, et 1 mM de PMSF et de Na3VÛ4). La concentration protéique des lysats a 
ensuite été déterminée par la méthode colorimétrique de Bradford (BRADFORD, 1976) 
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pour les lyses qui ont été effectuées dans le tampon Triton ou bien la méthode de Lowry 
(LOWRY, et al., 1951) pour celles faites avec le tampon RIPA. Les courbes standard ont 
été générées avec la protéine albumine de sérum bovin (BSA: Roche, Laval, QC, Canada). 
3.2 Immunobuvardage 
Les extraits protéiques, à une quantité de 25-50 ng, ont été déposés sur gels de 
polyacrylamide de 8 à 15 % et séparées par électrophorèse PAGE-SDS (Électrophorèse en 
gel de polyacrylamide en présence de dodécyl sulfate de sodium). Suite à leur migration, 
les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose puis incubées 
une heure dans une solution de blocage composé de 5% de lait en poudre, le tout dissout 
dans du TBS-T (TBS : 200mM Tris, 137mM Nacl, 0,5 M EDTA, pH 8.0 ; T : 0,1% Tween-
20), pour bloquer les sites d'interactions non-spécifiques entre la membrane et les anticorps. 
Les membranes sont ensuite exposées à l'anticorps primaire dilué dans du TBS-T pour la 
détection de la protéine d'intérêt. La dilution et le temps d'incubation avec la membrane 
ont été optimisés pour chaque anticorps (Tableau 2). Les membranes ont ensuite été lavées 
au moins trois fois 10 min avec du TBS-T puis incubées avec l'anticorps secondaire (lapin 
ou souris) couplé à l'enzyme peroxydase à une dilution donnée dans le Tableau 3 et ce, 
pour une période d'une heure à la température de la pièce (TP). Cette incubation a été 
suivie par trois lavages de 10 min dans le TBS-T, puis les protéines d'intérêts ont été 
révélées par chemiluminescence sur films Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK). 
3.3 Immunoprécipitation 
Des co-immunoprécipitations ont été faites afin de regarder l'interaction entre deux 
protéines d'intérêts. Les lysats protéiques (500 à 1000 p.g) ont été incubés avec 1 à 3 p.1 de 
l'anticorps d'intérêt dans du tampon de lyse (Triton ou RIPA) à 4°C pendant 16 à 18 h. Par 
la suite, les protéines ont été incubées pendant 1 h avec des billes de sépharose A ou G. La 
protéine A, qui se trouve à la surface des bactéries staphylococcus aureus, possède une 
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haute affinité de liaison pour les anticorps polyclonaux, alors que la protéine G, qui se 
trouve à la surface des streptocoques du groupe G, ont une liaison plus spécifique avec les 
anticorps monoclonaux (HARLOW et al. 1988). Afin d'éliminer les interactions non-
spécifiques, les billes couplées à l'anticorps ont été lavées 3 fois avec du tampon de lyse et 
centrifugées entre chaque lavage (1 min à 10 000 rpm). Les protéines immunoprécipitées 
ont été resuspendues dans un ratio 1 : 1 [billes : Tampon de chargement laemmli 2X (125 
mM Tris-HCL pH 6.8, 4% SDS, 15% glycérol, ,01% bromophénol bleu et 1M DTT], et 
finalement détectées par immunobuvardage (IB). 
Tableau 2 : Liste des anticorps primaires utilisés en immunobuvardage 
Anticorps Source Dilution Temps d'incubation Fournisseur 
Gabl Lapin 1 : 1000 O/N à 4 °C Upstate 
Met Lapin 1 : 1000 O/N à 4 °C Morag park 
pTyr-100 Souris 1 : 2000 O/N à 4 °C Cell signaling 
HA Souris 1 : 1000 O/N à 4 °C Covance 
E-cadhérine Souris 1 : 1000 O/N à 4 °C Transduc Lab 
P-caténine Souris 1 : 1000 O/N à 4 °C Transduc Lab 
P-actine Souris 1 : 10 000 1 h Sigma 
Vimentine Souris 1 : 10 000 1 h Chemicon 
a-tubuline Souris 1 : 10 000 1 h Sigma 








Protéine A, couplée à la 
peroxydase de raifort 
Lapin 1  :10  000  1 h GE Healthcare 
Anti-souris (de mouton) Souris 1 : 10 000 1 h GE Healthcare 
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4. Analyse par RT-PCR 
4.1 Extraction de l'ARN 
L'extraction de l'ARN total des cellules IEC-6 a été effectuée selon le protocole utilisant le 
Trizol®. Les cellules ont été lysées en les incubant avec 2 ml de Trizol pendant 5 min à la 
TP. Par la suite, 200 (il d'un mélange chloroforme et d'alcool iso-amyl ont été ajoutés et, 
après une agitation vigoureuse, les échantillons ont été incubés 3 min à TP. Après une 
centrifugation de 10 min à 12 000 RPM, les surnageants ont été récoltés dans un nouveau 
tube puis l'ARN a été précipité par l'ajout de 500 (il d'isopropanol. Après agitation, les 
tubes ont reposé 10 min à TP puis ils ont été centrifugés à nouveau 10 min à 9 000 RPM. 
Les surnageants ont ensuite été enlevés et les culots d'ARN lavés avec 1 ml d'éthanol 70%. 
Afin d'éliminer toutes les traces d'ADN, l'ARN a été traité à la DNase en accord avec les 
recommandations du fabriquant (Invitrogen). L'ARN a ensuite été dosé par 
spectrophotométrie et conservé à -80°C. 
4.2 Réaction de transcription inverse 
La synthèse des ADNc a été faite à partir de 2 jag d'ARN. La réaction de transcription 
inverse est faite dans un volume total de 20 (al. Pour une réaction, l'ARN est incubé en 
présence de 2 ^1 de tampon de la transcriptase inverse 10X, 2 |il d'oligo dT (Invitrogen), 1 
(il de la transcriptase inverse, 1 (il d'inhibiteur de RNase, 2 (il de dNTP 5mM et le volume 
est complété avec de l'eau traitée au DEPC (Diethylpyrocarbonate). Le mélange est incubé 
1 h à 37°C puis conservé à -20°C. 
4.3 Réaction de polymérisation en chaîne 
Les séquences des amorces utilisées pour les réactions en chaîne de la polymérase (PCR) 
sont décrites au Tableau 3. Le programme PCR suivant a été utilisé : 1 cycle de 
dénaturation à 94°C pendant 2 min; 30 cycles de 30 sec à 94°C, 30 sec d'hybridation à 56 
°C pour Gabl (ou 50°C pour RPLPO) et 1 min à 72°C; et 1 cycle d'élongation finale à 
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72°C pendant 5 min. Les produits de PCR ont été analysés en déposant 15 |il de la réaction 
sur un gel d'agarose 1,5 % (BioShop, CA) additionnée de bromure d'éthidium (EMD 
chemicals, Inc, USA) pour être migrés par électrophorèse dans du tampon TAE (40 mM 
Tris-Acétate, 1 mM EDTA). La présence d'amplicons a été révélée sous illumination UV. 
Tableau 4 : Amorces utilisées lors des PCR 




5 ' -GGAGGTAGCGCGACTGAAGATGG-3 ' (anti-sens) 
RPLPO 
5 ' -GCAATGTTGCCAGTGTCTG-3 ' (sens) 
134 pb 
5 ' -GCCTTGACCTTTTCAGCAA-3 ' (anti-sens) 
5. Immunofluorescence 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits sur des lamelles de verre 
stériles (Fisher Scientific, CA). Après 2 jours, les cellules ont été privées de sérum pendant 
15 h, puis fixées avec une solution de paraformaldéhyde 3% (PFA, Sigma-Aldrich Canada) 
pendant 20 min à la TP. Les cellules ont ensuite été lavées 3 fois avec du PBS (137mM 
NaCI, 2,7mM KCl, lOmM Na2HP04 et 1,8 mM KH2PO4, pH 7.4) puis perméabilisées avec 
du 0,2% Triton X-100 dans du PBS à la TP pendant 5 min. Les cellules ont été lavées 3 fois 
pendant 5 min avec une solution de PBS/glycine 100 mM et ensuite incubées dans une 
solution de blocage contenant 5% BSA, 0,2% de Triton X-100, 0,05% Tween-20 dans du 
PBS pendant 30 min à la TP. Les cellules ont été incubées en présence de l'anticorps 
primaire E-cadhérine, dilué dans du tampon de blocage (1 : 100), pour une période de 1 h à 
TP dans une chambre humide. Les cellules ont ensuite été lavées 3 fois avec du PBS, puis 
incubées pendant 45 min en présence de l'anticorps secondaire monoclonal Alexa Fluor 
568 et de la phalloïdine Alexa Fluor 488 (Invitrogen), pour la visualisation de Tartine 
polymérisée. Les noyaux ont été contre-colorés avec du DAPI et les lamelles ont été 
montées sur des lames dans le milieu Immu-Mount (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA). 
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Les images ont été photographiées en utilisant un microscope (Leica Microsystem 
DMLB2). 
6. Croissance cellulaire 
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le vecteur vide pBabe, MBD-WT ou le MBD-
AG/ÀM ont été ensemencées en triplicata à une densité de 25 000 cellules/puits dans des 
plaques de 6 puits. Les cellules ont été collectées quotidiennement par la digestion de la 
trypsine et le nombre de cellules a été déterminé manuellement à l'aide d'un hématimètre. 
La signification des résultats a été analysée par des tests one-way ANOVA (analyse de la 
variance à un facteur) en utilisant le programme Prism version 5 (GraphPad Software, San 
Diego, Californie). 
7. Formation de foyers cellulaires 
Les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le vecteur vide pBabe, MBD-WT ou le MBD-
AG/AM ont été ensemencées en triplicata dans des plaques de 6 puits (200 cellules/puits) 
avec 4 x 105 des cellules IEC-6 pour former une monocouche. Après 10 jours, les foyers 
ont été photographiés à l'aide d'un microscope optique à contraste de phase, fixés avec une 
solution de formaline 10%, puis colorés au crystal violet pour le comptage. Le décompte du 
nombre de colonies a été fait à l'aide du programme Image J (National Institute of Health, 
Bethesda, MD, USA) suite aux photos prises par l'alpha-imager. Les résultats ont par la 
suite été analysés à l'aide du programme Prism version 5. 
8. Croissance en agar mou 
Afin d'évaluer la capacité de nos lignées cellulaires à croître en indépendance d'ancrage à la 
matrice, les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le vecteur vide pBabe, MBD-WT ou le 
MBD-AG/AM ont été ensemencées dans de l'agar mou dans des plaque de 6 puits. Le fond 
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des puits est recouvert d'une couche composée de 0.6% d'agar mou, DMEM 2X 
supplémenté avec 10% de sérum qu'on laisse solidifier. Le 2X signifie que tous les additifs 
normaux sont doublés par rapport à la concentration normalement utilisée. Les cellules sont 
ensemencées au nombre de 5 000 cellules dans un volume final de 2 ml par puits d'une 
solution d'agar 0,3% et de DMEM 2X, le tout déposé sur la couche d'agar de 0.6%, et les 
plaques sont ensuite incubées à 37°C. Après une semaine, 500 (il de milieu DMEM avec 
sérum est ajouté pour rafraîchir le milieu en nutriments et en électrolytes. Les colonies ont 
été photographiées en microscopie optique à contraste de phase. Par la suite, la détection 
des colonies formées se fait en colorant les cellules avec une solution de lmg/mL de MTT 
[(3-4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide ; Calbiochem, 
Gibbstown, NJ, USA] puis incubées pendant 3 h à 37°C. L'activité mitochondriale des 
cellules vivantes entraîne une réduction chimique du MTT qui se traduit par l'apparition 
d'une couleur bleue. Le décompte du nombre de colonies a été fait à l'aide du programme 
Image J (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) suite aux photos prises par 
l'alpha-imager. Les résultats ont par la suite été analysés à l'aide du programme Prism 
version 5. 
9. Test de migration cellulaire 
Ces essais sont réalisés sur chambre de boyden dont les inserts possèdent un filtre poreux 
de 0,8 (Corning life Sciences, NY, USA). La face supérieure de l'insert est tapissée par 
une mince couche de collagène de type 1 (BD Biosciences, USA) pendant 1 h, puis rincée 2 
fois avec PBS. Par la suite, les inserts ont été déposés dans les puits d'une plaque à 24 puits 
contenant 600 (il de milieu de culture avec 10% de sérum. Les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant le vecteur vide pBabe, MBD-WT ou le MBD-AG/AM ont été ensemencées en 
nombre égal (20 000 cellules) dans chaque insert avec 100 |il de milieu de culture sans 
sérum supplémenté de 0,1% de BSA, puis elles ont été incubées pendant 6 h à 37°C. Une 
fois l'incubation terminée, les inserts ont été retirés de leur puits et les cellules non 
migratoires demeurées en surface ont été éliminées par grattage avec un coton tige. Les 
cellules migratoires présentes de l'autre coté de la membrane poreuse ont été fixées avec de 
l'éthanol 70% avant d'être marquées au crystal violet 0,6%. Les membranes ont été 
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découpées et le nombre de cellules compté sous un microscope à l'aide d'un hématimètre. 
Afin de normaliser les résultats de migration cellulaire, un test de décompte cellulaire a été 
réalisé en parallèle sous les mêmes conditions. 
10. Essai de tumorigenèse in vivo 
Les essais de tumorigenèse ont été réalisés selon un protocole de manipulation des animaux 
approuvé par le comité de la santé animale de l'Université de Sherbrooke, et en accord avec 
le Guide canadien pour les soins et l'utilisation des animaux de laboratoire. De façon sous-
cutanée, 1.0 x 106 cellules/site ont été injectées dans des souris nues femelles (CD1 nu/nu, 
Charles River) âgées de 4 à 5 semaines. La taille des tumeurs a été mesurée périodiquement 
et le volume des tumeurs a été calculé en utilisant la formule du volume d'un ellipsoïde 
[V= 4/3 x (l/2xL/2xL/2) x n, ou 1 est la longueur et L, la largeur]. Les souris ont été 
euthanasiées avant que le volume des tumeurs n'atteigne 1cm3 ou au moindre signe 
d'ulcération des tumeurs. 
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RÉSULTATS 
1. Expression du gène et de la protéine Gabl dans les cellules épithéliales intestinales 
IEC-6 et phosphorylation de la protéine Gabl sur tyrosines dans les cellules IEC-6 
exprimant Tpr-Met 
L'expression de la protéine Gabl a été bien caractérisée au niveau de différents tissus chez 
l'être humain et les souris (HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996). En ce qui concerne 
l'épithélium du système digestif, les auteurs se sont intéressés uniquement à son expression 
dans le colon. Les données concernant l'expression de Gabl dans le reste de l'épithélium 
du système digestif sont donc manquantes. Nous avons donc voulu déterminer si Gabl est 
exprimé dans notre modèle de cellules épithéliales intestinales normales, soit les cellules 
IEC-6. Dans un premier temps, une analyse par RT-PCR sur des extraits d'ARN de la 
lignée cellulaire IEC-6 a été réalisée avec des amorces spécifiques pour l'amplification du 
gène codant pour la protéine Gabl chez le rat ainsi que pour le gène de la protéine 
ribosomale RPLPO (Ribosomal protein, large, PO) comme contrôle (Tableau 4). En 
parallèle, une réaction sans matrice d'ARN (H2O) a été effectuée pour valider l'absence de 
contamination de nos réactifs, ainsi qu'une autre en absence de l'enzyme transcriptase 
inverse (-RT) afin de s'assurer que les produits PCR ne résultent pas d'une amplification 
de l'ADN génomique. Nos résultats démontrent l'amplification d'un fragment d'ADN d'un 
poids moléculaire attendu de 192 pb pour Gabl et un de 134 pb pour le gène RPLPO, alors 
que l'on note l'absence de ces amplicons dans les conditions contrôles (Figure 10A). Ces 
données confirment l'expression du gène encodant pour la protéine Gabl dans les cellules 
IEC-6. 
Par la suite, nous avons évalué l'expression de Gabl au niveau protéique ainsi que sa 
phosphorylation sur Tyr en présence de l'oncoprotéine Tpr-Met. En effet, plusieurs études 
ont démontré que Gabl est fortement phosphorylé suite à l'activation du récepteur Met. 
Pour ce faire, des extraits de protéines isolées de cellules IEC-6 parentales et d'une 
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Figure 10 : Profil d'expression de Gabl et sa phosphorylation dans les cellules 
épithéliales intestinales IEC-6 
A. Les cellules IEC-6 expriment l'ARN codant pour Gabl. Des RT-PCR ont été réalisées 
sur l'ARN total isolé à partir des cellules IEC-6 avec des amorces spécifiques pour la 
détection du gène gabl, et comme référence le gène RPLPO (Tableau 3). Les produits du 
PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel d'agarose. Le poids moléculaire des 
fragments obtenus est indiqué. Comme contrôles, des réactions sans matrice d'ARN (H2O) 
et en absence de la transcriptase inverse (-RT) ont été effectuées. B. La présence de la 
protéine Gabl et sa phosphorylation sur tyrosines (pTyr) dans des cellules IEC-6 et Tpr-
Met-IEC-6. Les lysats indiqués ont été analysés par IP et IB. Le niveau de la protéine actine 
a été utilisé comme contrôle. 
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Avec un anticorps spécifique pour la protéine Gabl (IB : Gabl), nous avons détecté une 
protéine correspondant au poids moléculaire attendu pour la protéine Gabl, soit de 120 
kDa, dans les lysats totaux isolés des cellules IEC-6 parentales et celles exprimant 
l'oncoprotéine Tpr-Met (Figure 10B). Une quantité égale de protéines a été utilisée pour 
chacun des lysats cellulaires, comme le démontre le niveau d'actine détecté par IB (IB : 13-
actine). Cependant, nos IB avec un anticorps spécifique pour la détection des protéines 
phosphorylées sur Tyr, réalisés suite à une IP avec l'anticorps Gabl sur des lysats 
cellulaires, ont révélé une augmentation de la phosphorylation sur Tyr de cette protéine de 
120 kDa dans les cellules Tpr-Met-IEC-6. Ainsi, ces résultats confirment l'expression de 
Gabl dans les cellules IEC-6 ainsi que sa phosphorylation sur Tyr suite à l'expression de 
l'oncoprotéine Tpr-Met. 
2. L'expression du MBD de Gabl restaure une morphologie épithéliale aux cellules 
Tpr-Met-IEC-6 et diminue la phosphorylation de Gabl 
La transformation oncogénique des cellules épithéliales intestinales IEC-6 induite par 
l'oncoprotéine Tpr-Met est liée à des changements morphologiques drastiques qui sont 
typiques d'une TEM (BERNIER, et al., 2010). En outre, l'induction de la transformation 
des cellules par le récepteur Met est associée à une activation concomitante de voies de 
signalisation, qui peuvent être en partie activées en aval du récepteur Met suite à la liaison 
de Gabl (FIXMAN, et al., 1997 ; MOOD, et al., 2006; PONZETTO, et al., 1994 ). Ayant 
validé l'expression de la protéine Gabl dans les cellules IEC-6 ainsi que sa phosphorylation 
sur Tyr dans les cellules IEC-6 transformées par Tpr-Met (Figure 10B), nous avons voulu 
déterminer si la transformation oncogénique des cellules épithéliales intestinales induite par 
Tpr-Met pourrait impliquer l'engagement de Gabl. Pour ce faire, nous avons opté pour une 
approche dominante-négative, soit l'expression du domaine MBD de Gabl dans les cellules 
Tpr-Met-IEC-6. Cette approche repose sur le fait que la région MBD de Gabl contient un 
des deux motifs riches en prolines qui se lie avec Grb2 ainsi que le motif de liaison direct 
avec le récepteur Met, le MBM (Met-Binding Motif). Ainsi le MBD de Gabl agit comme 
dominant-négatif, en étant en compétition pour la liaison directe et la liaison Grb2-
dépendante de Gabl avec le récepteur Met (MOOD, et al., 2006). 
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Avant tout, nous avons dû établir des lignées cellulaires exprimant un niveau stable de Tpr-
Met. Pour cela, nous avons isolé des clones à partir d'une population Tpr-Met-IEC-6 et 
vérifié le niveau d'expression de Tpr-Met par IB. A partir de ces lignées clonales de 
cellules Tpr-Met-IEC-6 (les clones TF3 et TF5), des populations de cellules exprimant la 
région MBD de Gabl de type sauvage (WT) ont été générées suite à une infection 
rétrovirale. Comme contrôles, nous avons également généré des populations de cellules 
Tpr-Met-IEC-6 exprimant le vecteur vide pBabe ou le MBD-AG/AM, un mutant du MBD 
de Gabl qui possède une délétion des deux sites de liaison au récepteur Met (le motif 
d'interaction pour Grb2 et celui de liaison directe avec Met, le MB M). Tel qu'illustré à la 
Figure 11 A, nous avons observé le maintien d'une morphologie typique de cellules 
transformées fibroblastiques pour les cellules Tpr-Met-IEC-6 (dérivées du clones TF3) 
exprimant les contrôles (pBabe et MBD-AG/AM). Par contre, une réversion marquée de la 
transformation des cellules Tpr-Met-IEC-6 a été observée suite à l'expression du MBD-
WT, qui se traduit par une morphologie apparente aux cellules IEC-6 normales (Figure 
11 A). Des résultats similaires ont été obtenus lors d'expériences réalisées avec les lignées 
cellulaires Tpr-Met-IEC-6 dérivées du clone TF5. 
Les niveaux d'expression et de phosphorylation des protéines MBD, Gabl et Tpr-Met ont 
été validés dans ces cellules par IB. Nous avons dénoté une diminution drastique de la 
phosphorylation de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le MBD-WT de Gabl 
et ce, à des niveaux comparables à ceux observés dans les cellules IEC-6 parentales 
(Figure 11B). De plus, tel que précédemment observé (MOOD, et al., 2006), le MBD-WT 
et le MBD-AG/AM sont exprimés sous deux formes, ce qui pourrait être due à leur 
phosphorylation. En effet, la région du MBD contient plusieurs sites potentiels de 
phosphorylation, dont une tyrosine correspondant au site de recrutement de la PI3K ainsi 
qu'une sérine et une thréoriine qui ont été caractérisées comme des sites phosphorylés par la 
ERK (LEHR, et al., 2004; ROSHAN, et al., 1999). Toutefois, aucune modulation de la 
phosphorylation de Gabl n'a été observée dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 contrôles qui 
expriment le vecteur vide pBabe ou le MBD-AG/AM. 
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Figure 11 : Le domaine MBD-WT de Gabl restaure une morphologie épithéliale aux 
cellules Tpr-Met-IEC-6 
A. Morphologie des cellules IEC-6 parentales et des cellules Tpr-Met-IEC-6 (clone TF3) 
exprimant le MBD-WT ou MBD-AG/AM de Gabl ou le vecteur vide pBabe, visualisée par 
microscopie optique à contraste de phase. B. Le niveau d'expression de Gabl, de Tpr-Met, 
du MBD et de l'actine ainsi que de la phosphorylation de Gabl et de Tpr-Met ont été 
déterminés par IB sur des lysats cellulaires totaux préparés avec le tampon RIPA. Des 
résultats similaires ont été obtenus avec les lignées cellulaires Tpr-Met-IEC-6 dérivées du 
clone TF5. 
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De plus, ni l'expression du MBD-WT et AG/AM de Gabl ne semble avoir un effet sur 
l'expression et la phosphorylation de Tpr-Met dans ces cellules. Ces résultats suggèrent que 
l'expression du MBD-WT de Gabl, probablement en entrant en compétition avec le 
recrutement de Gabl à Tpr-Met, bloque la phosphorylation de la protéine Gabl induite par 
l'oncoprotéine Tpr-Met, et ainsi exerce un effet dominant négatif sur la morphologie 
transformée des cellules Tpr-Met-IEC-6. 
3. L'expression du MBD de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 induit une 
relocalisation de l'actine polymérisée et de la E-cadhérine aux contacts cellule-cellule, 
et augmente le niveau protéique de la E-cadhérine 
Les altérations morphologiques induites par l'oncoprotéine Tpr-Met dans les cellules IEC-6 
sont associées avec un réarrangement drastique du cytosquelette, dont une perte du réseau 
d'actine aux jonctions cellule-cellule (BERNIER, et al., 2010). De plus, ces changements 
morphologiques engendrés par Tpr-Met sont également accompagnés d'une délocalisation 
de la molécule d'adhésion, E-cadhérine, aux points de contact cellule-cellule, de la 
membrane plasmique vers le cytosol, ainsi que d'une diminution globale de son expression 
(BERNIER, et al., 2010). Nous avons donc examiné l'impact de l'expression du MBD de 
Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 sur le cytosquelette d'actine ainsi que sur 
l'expression et la localisation cellulaire de la protéine E-cadhérine. 
Nous avons dans un premier temps effectué un co-marquage des microfilaments d'actine 
polymérisée, grâce à la phalloïdine couplée au fluorochrome Alexa Fluor 488 (vert), et de 
la E-cadhérine, par une immunofluorescence réalisée avec un anticorps spécifique pour la 
E-cadhérine et un anticorps secondaire couplé à Alexa Fluor 568 (rouge). Par microscopie à 
fluorescence, nous avons observé que l'actine polymérisée et la E-cadhérine sont 
principalement localisées dans les zones de contact cellule-cellule dans les cellules Tpr-
Met-IEC-6 exprimant MBD-WT, tel que conformément retrouvée chez les cellules IEC-6 
parentales non transformées (Figure 12A). 
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Figure 12 : L'expression du MBD-WT de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
induit une relocalisation des filaments d'actine et de la E-cadhérine aux zones de 
contact cellule-cellule, et augmente l'expression de la E-cadhérine 
A. Les cellules IEC-6 ou les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant MBD-WT. MBD-AG/AM 
ainsi que le vecteur vide pBabe ont été cultivées sur des lamelles de verre, fixées et co-
marquées, comme décrit dans la section matériels et méthodes, pour l'actine polymérisée 
(phalloïdine Alexa Fluor 488) et pour la E-cadhérine (Alexa Fluor 568). B, Les niveaux 
d'expression des protéines E-cadhérine, vimentine et tubuline ont été évalués par IB. Des 
résultats similaires ont été obtenus lors de deux autres expériences indépendantes effectuées 
avec les mêmes populations cellulaires. 
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À l'opposé, dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 contrôles (pBabe et celles exprimant le MBD-
AG/AM de Gabl), l'actine polymérisée et la E-cadhérine sont retrouvées dans le cytosol 
ainsi que dans les protrusions membranaires typiques de cellules transformées 
communément appelées invadopodes (Figure 12A). Par ailleurs, nous avons examiné par 
IB le niveau protéique total de la E-cadhérine et de la vimentine, une protéine du 
cytosquelette et marqueur des cellules mésenchymateuses (THIERY, et al., 2009). Nos 
analyses par IB démontrent une forte augmentation du niveau de la protéine E-cadhérine 
dans les cellules Tpr-Met-IEC-6-MBD-WT, ainsi qu'une diminution du niveau de la 
vimentine, par rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6 contrôles MBD-AG/AM et pBabe 
(Figure 12B). Ces résultats traduisent une possible réversion de la TEM des cellules Tpr-
Met-IEC-6 induite par le dominant négatif de Gabl. 
Dans l'ensemble, ces données supportent que la transformation des cellules épithéliales 
intestinales induite par l'oncoprotéine Tpr-Met est en partie dépendante de la capacité de 
Tpr-Met à lier la protéine Gabl. De plus, cela suggère que les voies de signalisation 
engagées par Gabl en aval de Tpr-Met contribuent au cours de la TEM de ces cellules, à 
l'altération de leurs caractéristiques morphologiques, à la réorganisation du cytosquelette 
d'actine ainsi qu'à la perte de l'expression et à la délocalisation cellulaire de la E-
cadhérine. 
4. L'expression du MBD-WT de Gabl diminue la croissance des cellules Tpr-Met-
IEC-6 
Notre laboratoire a démontré que l'expression de Tpr-Met conféré aux cellules épithéliales 
intestinales normales IEC-6 une variété de propriétés cancéreuses, dont un pouvoir de 
prolifération accru (BERNIER, et al., 2010). De plus, des évidences indiquent un rôle 
prédominant de la protéine Gabl dans l'induction du cycle cellulaire en aval des RTK, dont 
le récepteur Met (KIYATKIN, et al., 2006; LEVEA, et al., 2004 ; MOOD, et al., 2006 ). 
Ayant démontré que l'expression du MBD de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 
diminue leurs caractéristiques morphologiques transformées (Figures 11-12), nous avons 
évalué son impact sur la croissance cellulaire. 
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Pour ce faire, des tests de croissance qui consistent en un décompte des cellules au cours du 
temps, ont été effectués avec les populations de cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le 
MBD-WT, MBD-AG/AM ainsi que le vecteur vide pBabe. Nous avons observé que les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le domaine MBD-WT de Gabl croissent à un rythme 
beaucoup plus lent (temps de doublement de 20,08 h ± 3,81), en comparaison aux cellules 
exprimant le vecteur vide pBabe (temps de doublement de 16,12 h ± 4,29), ou le MBD-
AG/AM de Gabl (temps de doublement de 17,32 h ± 4,84) (Figure 13). Des résultats 
similaires ont été observés avec les lignées cellulaires Tpr-Met-IEC-6 dérivées du clone 
TF5. Ces résultats révèlent que Gabl contribue à la capacité de Tpr-Met d'induire la 
croissance cellulaire dans les cellules épithéliales intestinales IEC-6. 
5. L'expression du MBD-WT de Gabl diminue la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 
à croître au-delà de la confluence 
Une des caractéristiques des cellules épithéliales non transformées, telles que les cellules 
IEC-6, est l'arrêt de prolifération au contact, menant à la formation d'une monocouche en 
culture (QUARONI, et al., 1979). Dans notre laboratoire, nous avons démontré que les 
cellules IEC-6 exprimant l'oncoprotéine Tpr-Met continuent de croître au-delà de la 
confluence et ce de façon désorganisée. Elles forment également des foyers lorsqu'elles 
sont ensemencées avec des cellules IEC-6 normales (BERNIER, et al., 2010). Dans le but 
d'évaluer le rôle de Gabl dans la formation des foyers cellulaires, des cellules IEC-6 
normales ont été mises en culture dans des plaques 6 puits avec des cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant le MBD-WT ou MBD-AG/AM de Gabl, ou le vecteur vide pBabe. Nos résultats 
démontrent une diminution du nombre de foyers formés par les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant MBD-WT par rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le vecteur vide 
pBabe (Figure 14). Cependant, un effet mineur, mais significatif, a été également observé 
avec les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant MBD-AG/AM (Figure 14). Par conséquent, ces 
données suggèrent que l'engagement de Gabl par le récepteur Met dans les cellules 
épithéliales intestinales est requis pour conférer une perte d'inhibition de contact. 
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Figure 13 : Courbes de croissance des cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le MBD-WT 
de Gabl ou les contrôles 
Les cellules ont été ensemencées dans une plaque 6 puits à une densité de 25 000 
cellules/puits en triplicata. Les cellules ont ensuite été récoltées puis comptées en triplicata 
pour chacun des puits, tous les jours, pendant 5 jours. Le graphique représente le nombre de 
cellules au cours du temps (heure) pour une seule expérience. Le temps de doublement a été 
estimé à partir des courbes obtenues lors de trois expériences effectuées de façon 
indépendante avec les mêmes populations de cellules. 
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Figure 14 : L'expression du domaine MBD-WT de Gabl dans les cellules Tpr-Met-
IEC-6 diminue la formation de foyers 
A. Morphologie typique des foyers cellulaires formés par les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant le MBD-WT ou le MBD-AG/AM de Gabl, ou le vecteur vide pBabe, sur une 
monocouche de cellules 1EC-6 normales. B. Photos prises à basse magnification suivant la 
fixation et la coloration des cellules. C. Histogramme représentant en pourcentage la 
moyenne (± SEM) du nombre de foyers cellulaires formés par rapport aux cellules Tpr-
Met-IEC-6-pBabe. Les résultats sont dérivés de 3 expériences indépendantes effectuées en 
triplicata avec les mêmes populations de cellules. La signifiance des résultats a été 
déterminée par un test ANOVA (ns : non significatif ;****: p<0.0001 ). 
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6. L'expression du MBD-WT de Gabl diminue la capacité des cellules Tpr-Met-IEC-6 de 
croître sans ancrage à la matrice extracellulaire 
La capacité des cellules cancéreuses à survivre et à proliférer en absence d'ancrage à la 
matrice extracellulaire représente une fonction biologique importante dans la progression 
métastatique des cancers (CHIARUGI, 2008; WANG, 2004 ). À cet effet, nous avons 
précédemment démontré, par des essais de croissance en agar mou, que l'expression de 
Tpr-Met confère aux cellules IEC-6 cette propriété (BERNIER, et al., 2010). Afin d'y 
évaluer le rôle de Gabl, les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant MBD-WT ou MBD-AG/AM 
de Gabl ou le vecteur vide pBabe ont été cultivées dans de l'agar mou. La morphologie et 
la taille des colonies ont été observées à l'aide d'un microscope optique à contraste de 
phase, alors que le nombre de colonies a été déterminé suite à leur révélation par un essai 
colorimétrique MTT. Nos résultats démontrent une réduction du nombre et de la taille des 
colonies formées en agar mou par les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le MBD-WT, par 
rapport aux cellules contrôles Tpr-Met-IEC-6-pBabe (Figure 15). De plus, malgré que les 
cellules Tpr-Met-IEC-6-MBD-AG/AM et pBabe forment un nombre comparable de 
colonies (Figure 15C), celles dérivées des cellules exprimant le MBD-AG/AM sont par 
contre de plus petite taille (Figure 15A). Ces données suggèrent que l'engagement de la 
protéine Gabl à Tpr-Met dans les cellules épithéliales intestinales est requis pour permettre 
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Figure 15 : L'expression du domaine MBD de Gabl diminue la croissance des cellules 
Tpr-Met-IEC-6 dans l'agar mou 
A. Morphologie typique des colonies formées en agar mou par les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant le MBD-WT ou AG/AM de Gabl ou le vecteur pBabe vide. B. Photos des puits 
prises à basse magnification suivant la fixation des cellules au MTT. C. Histogramme 
représentant en pourcentage la moyenne (± SEM) du nombre de colonies formées par 
rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6-pBabe. Les résultats sont dérivés de 3 expériences 
indépendantes effectuées en triplicata avec les mêmes populations de cellules. La 
signitlance des résultats a été déterminée par un test ANOVA (ns : non significatif ; ** : 
p<0.01). 
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7. L'expression du MBD-WT de Gabl diminue la capacité migratoire des cellules 
Tpr-Met-IEC-6 
La diminution de l'expression de la E-cadhérine, associée aux TEM, permet aux cellules 
épithéliales de devenir plus migratoires (THIERY, et al., 2009). En effet, les cellules Tpr-
Met-IEC-6 possèdent une capacité de migration accrue comparée aux cellules IEC-6 
parentales (résultats non publiés). Nous avons démontré que l'expression du MBD-WT de 
Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 restaure une morphologie épithéliale et augmente le 
niveau d'expression de la E-cadhérine ainsi que sa localisation aux points de contacts 
cellule-cellule (Figure 11-12). Ainsi, nous avons voulu vérifier l'impact de l'expression du 
MBD de Gabl sur la migration de ces cellules. Pour ce faire, la migration des cellules a été 
évaluée en chambre de Boyden (voir section 9). Afin de prendre en compte que 
l'expression du MBD de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 affecte négativement la 
croissance cellulaire (Figure 13), le nombre de cellules ayant migrées en chambre de 
Boyden a été normalisé au nombre de cellules obtenu lors d'un décompte cellulaire réalisé 
en parallèle. Nos résultats démontrent que les cellules Tpr-Met-IEC-6-MBD-WT affichent 
une capacité migratoire plus faible que les cellules Tpr-Met-IEC-6-pBabe, tout comme 
celle des cellules Tpr-Met-IEC-6-MBD-ÀG/AM (Figure 16). Ces résultats suggèrent un 
rôle important de la protéine Gabl dans la migration des cellules épithéliales intestinales 
induite par l'oncoprotéine Tpr-Met. 
8. L'expression du domaine MBD de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 diminue 
leur capacité tumorigénique in vivo 
Nos résultats précédents démontrent que l'expression du domaine MBD de Gabl dans les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 diminue considérablement leurs propriétés oncogéniques en 
culture. Nous avons voulu déterminer l'impact de l'expression du domaine MBD-WT de 
Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 sur la tumorigénèse in vivo. Pour ce faire, les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le MBD-WT, le MBD-AG/AM ou le vecteur vide pBabe 
ont été injectées de façon sous-cutanée dans des souris nues. Les tumeurs ont été mesurées 
périodiquement, puis les résultats ont été analysés sur GraphPad Prism 5. Tel qu'anticipé 
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(BERNIER, et al., 2010), nous avons observé que les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le 
vecteur vide pBabe possèdent un potentiel tumorigénique, formant rapidement des tumeurs 
suite à leur injection (Figure 17A et 17B). Par contre, malgré que les cellules Tpr-Met-
IEC-6 exprimant le MBD-WT de Gabl conservent un pouvoir tumorigénique, l'apparition 
de tumeurs suite à leur injection dans les souris nues est considérablement retardée et leur 
expansion restreinte (Figure 17B). De façon similaire, nous avons observé un délai dans la 
formation de tumeurs avec les cellules Tpr-Met exprimant le MBD-AG/AM de Gabl par 
rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6-pBabe, mais sans toutefois qu'il y ait un effet marqué 
sur l'expression de ces dernières. Ces résultats démontrent que le MBD de Gabl agit 
comme un suppresseur de tumeur en aval de l'oncoprotéine Tpr-Met tant in vitro, qu'/« 
vivo. Ceci suggère donc que la capacité de Tpr-Met à conférer un pouvoir tumorigénique 
aux cellules épithéliales intestinales implique en partie l'engagement des voies de 
signalisation en aval de Gabl. 
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Figure 16 : L'expression du domaine MBD de Gabl diminue la capacité migratoire 
des cellules Tpr-Met-IEC-6 
Des essais de migration ont été réalisés en ensemençant les cellules Tpr-Met-IEC-6 
exprimant MBD-WT ou MBD-AG/AM de Gabl ou le vecteur vide pBabe sur des inserts de 
chambre de Boyden avec un milieu sans sérum. Du milieu contenant 10% de sérum a été 
ajouté sous l'insert comme chimioattractant. Le décompte des cellules ayant migrées sous 
l'insert a été effectué après 6 h d'incubation à 37 °C A. Photos représentatives des cellules 
ayant migrées sous l'insert suivant une coloration au Crystal violet. B. Histogramme 
représentant en pourcentage la moyenne (± SEM) du nombre de cellules migratoires par 
rapport aux cellules Tpr-Met-IEC-6-pBabe, normalisés au nombre de cellules comptabilisé 
lors d'un décompte cellulaire mené simultanément. Les résultats sont dérivés de 3 
expériences indépendantes effectuées en triplicata avec les mêmes populations de cellules. 
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Figure 17 : Effet de l'expression du MBD de Gabl sur le potentiel tumorigénique des 
cellules Tpr-Met-IEC-6 
Des souris nues CD1 ont été injectées de façon sous-cutanée avec 1 x 106 cellules Tpr-Met-
IEC-6 exprimant le MBD-WT, MBD-AG/AM ou le vecteur vide pBabe. La taille des 
tumeurs a été mesurée périodiquement afin de déterminer le volume des tumeurs. A. Photos 
représentatives des tumeurs formées après 18 jours. B. Courbe représentant la moyenne ± 
SD du volume tumoral (n=6) en fonction du temps. Des résultats similaires ont été obtenus 
lors d'une autre expérience indépendante effectuée avec les mêmes populations de cellules. 
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DISCUSSION 
Plusieurs études ont démontré que le récepteur Met, via son substrat majeur Gabl, joue un 
rôle important au cours du développement embryonnaire chez la souris (BLADT, et al., 
1995 ; SACHS, et al., 2000). En outre, Gabl intervient dans une large gamme de fonctions 
biologiques en réponse au récepteur Met, notamment la prolifération, la survie et la 
migration ainsi que la morphogénèse épithéliale. De plus, la protéine Gabl est reconnue 
pour contribuer au pouvoir oncogénique du récepteur Met dans des modèles de cellules 
fibroblastiques (KONDO, et al., 2008; SCHAEPER, et al., 2000 ; SEIDEN-LONG, et al., 
2008; WEIDNER, et al., 1996 ). Des travaux de notre laboratoire ont permis d'établir pour 
la toute première fois que la dérégulation des voies de signalisation du récepteur Met est 
suffisante pour induire la transformation oncogénique dans un modèle de cellules 
épithéliales intestinales (BERNIER, et al., 2010). Cependant, la signalisation impliquée 
dans la cancérogenèse des cellules épithéliales intestinales en aval du récepteur Met reste à 
être déterminé, ainsi que le rôle de Gabl au niveau des cellules épithéliales intestinales. 
Ainsi, le but de mes travaux de recherche fut de caractériser la contribution de Gabl dans le 
pouvoir oncogénique du récepteur Met dans un modèle de cellules épithéliales intestinales. 
1. La protéine adaptatrice Gabl est exprimée dans les cellules épithéliales intestinales 
et est un substrat du récepteur Met 
Les connaissances concernant l'importance fonctionnelle de Gabl dans l'épithélium 
digestif et la cancérogenèse intestinale restent encore très limitées. Une étude menée avec le 
modèle de cellules Caco-2 suggère un rôle possible de Gabl dans la différenciation des 
cellules entérocytaires en aval du récepteur Met (KERMORGANT, et al., 2001). Les 
cellules Caco-2, qui sont dérivées d'un adénocarcinome de côlon humain, possèdent la 
propriété de se différencier spontanément en culture à l'atteinte de la confluence 
(SAMBUY, et al., 2005). Il a été démontré qu'une stimulation au HGF accélère le 
processus de différenciation cellulaire chez les cellules Caco-2, et augmente l'expression et 
la phosphorylation de la protéine Gabl (KERMORGANT, et al., 2001). Toutefois, une 
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autre étude, cette fois-ci effectuée chez un modèle murin de polypose adénomateuse 
familiale ApcM,n/+, suggère que Gabl joue un rôle dans la cancérogenèse intestinale 
(MORAN, et al., 2004). Les souris ApcM,n/+ possèdent une mutation ponctuelle dans le gène 
Apc, un suppresseur de tumeur, ce qui les prédisposent au développement de multiples 
adénomes intestinaux (MARKOWITZ et BERTAGNOLLI, 2009). Des analyses protéiques 
des tumeurs et des entérocytes ont démontré que les extraits protéiques dérivés de souris 
ApcM,n/+ affichent une activité de EGFR supérieure à ceux dérivés des animaux sauvages, 
ainsi qu'un niveau plus élevé de ce récepteur en complexe avec la protéine Gabl et la sous-
unité régulatrice p85alpha de la PI3K. 
Bien que les études supportent que le gène de Gabl soit exprimé de manière ubiquitaire 
(HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996; WOLF, et al., 2002), très peu d'études ont examiné 
le profil d'expression de Gabl dans l'épithélium intestinal et dans les modèles cellulaires 
dérivés de cet organe. Ainsi, nous avons dans un premier temps analysé le niveau 
d'expression du gène et de la protéine Gabl, respectivement par RT-PCR et IB, dans le 
modèle de cellules épithéliales intestinales non-transformées et indifférenciées, soit les 
cellules de rat IEC-6. Nos résultats ont permis de valider l'expression du gène et de la 
protéine Gabl dans les cellules IEC-6 (Figure 10A et 10B). De plus, nous avons confirmé 
par IB que l'expression d'une forme constitutivement active du récepteur Met, Tpr-Met, 
dans les cellules IEC-6 mène à une augmentation la phosphorylation de la protéine Gabl 
sur Tyr (Figure 10B). Toutefois, en considérant que Gabl représente un substrat majeur du 
récepteur Met, le niveau de phosphorylation de Gabl induit par Tpr-Met dans les cellules 
IEC-6 est plutôt modeste (NGUYEN, et al., 1997). Ceci pourrait s'expliquer par le faible 
niveau d'expression de l'oncoprotéine Tpr-Met dans ces cellules ainsi que par l'effet d'un 
mécanisme de rétrocontrôle négatif. 
2. L'expression du MBD de Gabl agit comme un dominant négatif 
Dans notre laboratoire, nous avons démontré que l'expression de l'oncoprotéine Tpr-Met 
dans les cellules épithéliales intestinales IEC-6 induit une altération radicale de la 
morphologie cellulaire et d'une variété de propriétés biologiques, qui confèrent ainsi à ces 
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cellules un pouvoir tumorigénique et métastatique (BERNIER, et al., 2010). Afin de 
caractériser le rôle potentiel de Gabl dans la transformation oncogénique induite par le 
récepteur Met dans ce modèle de cellules épithéliales intestinales, nous avons utilisé une 
approche dominante négative, soit l'expression du domaine MBD de Gabl. Cette approche 
repose sur le fait que le MBD de Gabl est en compétition pour la liaison de Gabl au 
récepteur Met (LOCK, et al., 2002). En effet, une étude antérieure a démontré dans les 
cellules HEK293 exprimant de façon transitoire différents mutants de Tpr-Met, que 
l'expression du MBD de Gabl empêche le recrutement direct (via le MBM) et indirect (via 
Grb2) de la protéine Gabl endogène à l'oncoprotéine Tpr-Met, ainsi que sa 
phosphorylation sur tyrosines (MOOD, et al., 2006). 
Par des analyses d'IB, nous avons validé que l'expression stable du domaine MBD-WT de 
Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6, suite à une infection rétro virale, résulte en une 
diminution marquée de la phosphorylation de Gabl par rapport aux cellules contrôles 
exprimant un mutant du MBD-AG/AM dépourvu de tout motif de liaison avec Met (direct 
et dépendant de Grb2), ou le vecteur vide pBabe (Figure 11B). Nous avons tenté de vérifier 
par co-IP l'interférence du MBD dans le recrutement de Gabl à Tpr-Met dans notre modèle 
cellulaire, mais sans succès. Ceci est probablement causé par le faible niveau d'expression 
endogène de Gabl, de même que de Tpr-Met dans les populations stables de cellules IEC-
6. Par contre, cette interaction fut validée lors de transfections transitoires dans les cellules 
HEK293, où nos résultats montrent que le MDB-WT interagit avec Tpr-Met et bloque la 
phosphorylation de Gabl (résultats non montrés). Toutefois, compte tenu que l'expression 
du MBD-WT de Gabl réduit la phosphorylation de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6, 
mais non le mutant MBD-AG/AM, nous pouvons conclure que le MBD de Gabl agit bien 
comme un dominant négatif, et restreint la phosphorylation de Gabl en aval de 
l'oncoprotéine Tpr-Met en bloquant la formation du complexe Tpr-Met/Gabl dans les 
cellules IEC-6. 
Au cours de notre étude, nous avons observé que l'expression du mutant MBD-AG/AM de 
Gabl, qui est dépourvu des sites de liaison de Grb2 et de Met, affecte négativement 
plusieurs des réponses oncogéniques investiguées, telles la migration cellulaire et la 
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formation de tumeurs in vivo (Figure 16 et 17), mais avec une efficacité considérablement 
moindre que le MBD-WT. Le MBD de Gabl renferme, outre un site de liaison pour Grb2 
et Met, un motif d'interaction pour la molécule P13K (HOLGADO-MADRUGA, et al., 
1996; MOOD, et al., 2006). Il est donc concevable que les effets observés lors de 
l'expression du MBD-AG/AM de Gabl puissent refléter une inhibition de la voie de 
signalisation de la PI3K. Cette possibilité pourrait être validée en testant un mutant du 
MBD de Gabl qui ne possède ni les motifs de liaison à Grb2 et à Met, ni celui de la PI3K. 
Il est toutefois intéressant de noter que malgré ses effets biologiques, l'expression du MBD-
AG/AM ne diminue pas la phosphorylation de Gabl (Figure 11). Ceci suggère que certaines 
fonctions biologiques induites par Gabl pourraient faire intervenir des voies de 
signalisation indépendantes de sa phosphorylation sur tyrosine de Gabl. 
3. L'expression du MBD de Gabl restaure une morphologie épithéliale aux cellules 
IEC-6 transformées par Tpr-Met 
En comparaison aux cellules IEC-6 parentales, les cellules Tpr-Met-IEC-6 perdent 
plusieurs de leurs caractéristiques épithéliales et acquièrent une morphologie typique de 
cellules mésenchymateuses (BERNIER, et al., 2010). L'expression du MBD-WT de Gabl 
dans les cellules IEC-6 transformées par l'oncoprotéine Tpr-Met a permis de restaurer une 
morphologie cellulaire épithéliale semblable à celle des cellules IEC-6 parentales, un effet 
non observé suite à l'expression du MBD-AG/AM (Figure 11 A). 
Ces résultats sont cohérents avec de nombreuses études réalisées chez les modèles de 
fibroblastes qui démontrent que Gabl contribue à la transformation morphologique 
oncogénique en aval du récepteur Met, ainsi que de plusieurs autres types de RTK 
(BARDELLI A, 1997; FIXMAN, et al., 1997; HOLGADO-MADRUGA et WONG, 2004; 
MOOD, et al., 2006; PONZETTO, et al., 1994). En outre, une étude a montré que 
l'expression du domaine MBD-WT de Gabl dans les fibroblastes Fr3T3 transformés par 
Tpr-Met, restaure une morphologie cellulaire normale et non-transformée (MOOD, et al., 
2006). Ainsi, nos résultats confirment le rôle prédominant de Gabl dans la transformation 
cellulaire en aval des RTK. De plus, ils démontrent pour la première fois que la TEM induit 
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par l'activation oncogénique du récepteur Met dans les cellules épithéliales intestinales est 
en partie dépendante de l'engagement des voies de signalisation de Gabl. 
4. L'engagement de la protéine Gabl contribue à la redistribution de la E-cadhérine 
La TEM des cellules épithéliales est implique un réarrangement drastique du cytosquelette 
d'actine et d'une redistribution de la molécule d'adhésion, E-cadhérine, des points de 
contact cellules-cellules vers le cytosol, et même souvent d'une diminution de son 
expression (THIERY, et al., 2009). Ce processus facilite la dissociation des cellules entre 
elles et donc la dispersion des cellules épithéliales, favorisant ainsi la migration et 
l'invasion, qui jouent un rôle déterminant dans la dissémination métastatique des cellules 
tumorales épithéliales (THIERY, et al., 2009). Cohérent avec nos observations que les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le MBD-WT de Gabl retrouvent une morphologie 
typique de cellules épithéliales, nous avons montré par immunofluorescence une 
relocalisation des microfïlaments d'actine polymérisée et de la E-cadhérine aux zones de 
contact cellules-cellules dans ces cellules, mais non dans les cellules exprimant le MBD-
AG/AM de Gabl ou le vecteur vide (Figure 12A). De plus, nos résultats montrent une 
augmentation du niveau de la protéine E-cadhérine dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 qui 
expriment le MBD-WT de Gabl par rapport aux cellules contrôles (Figure 12B). 
La répression de l'expression de la E-cadhérine dans les cellules épithéliales lors de la TEM 
fait intervenir plusieurs mécanismes cellulaires, dont une régulation transcriptionnelle 
médiée par une dérégulation de certains facteurs de transcription (6-caténine, Snail, Twist 
et Zeb-1). Par exemple, des travaux ont démontré que l'expression d'une forme active de 
MEK dans les cellules IEC-6 régule négativement l'expression du gène de la E-cadhérine 
via l'induction du facteur de transcription Egr-1, qui se lie à Snail (LEMIEUX, et al., 2009; 
VOISIN, et al., 2008). De plus, une récente étude a montré que la voie PI3K participe à la 
régulation négative de la E-cadhérine dans les cellules du cancer de l'ovaire, grâce à une 
augmentation de l'expression des facteurs de transcription Slug et Twist (CHENG, et al., 
2011). Par ailleurs, il a été caractérisé que la transition des cellules épithéliales en cellules 
mésenchymateuses dans le contexte d'une activation des RTK fait intervenir tout 
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particulièrement les voies de Ras/MAPK et de la PI3K (THIERY, et al., 2009), mais que 
l'implication individuelle de ces voies varie selon le contexte cellulaire. En effet, il a été 
démontré que la TEM induite suite à une stimulation à HGF dans les cellules MDCK est 
dépendante de l'activité de MEK et de la PI3K (ROYAL et PARK, 1995), alors que dans 
les cellules d'hépatocarcinome elle sollicite la voie de MEK, mais non celle de la PI3K 
(NAGAI, et al., 2011). 
Bien qu'il soit reconnu que les protéines Gab mènent à l'activation des voies de Ras/MAPK 
et de la PI3K/AKT et que les RTK soient de puissants inducteurs de TEM, le rôle des 
protéines d'échafaudage Gab dans ce processus reste encore peu caractérisé. Néanmoins, 
une étude très récente appuie un rôle de Gab2 dans la TEM dans le cancer de l'ovaire. Il a 
été démontré qu'une surexpression de Gab2 atténue l'expression de la E-cadhérine, et 
augmente la migration et l'invasion dans les cellules cancéreuses ovariennes exprimant un 
niveau faible de Gab2 (WANG, et al., 2011). A l'opposé, dans ce même type de cellules 
cancéreuses, exprimant cependant un niveau élevé de Gab2, une répression de l'expression 
de Gab2, par une approche d'ARN d'interférence, mène à l'augmentation des niveaux 
protéiques de la E-cadhérine, et réduit leur capacité de migration et d'invasion. Cette même 
étude a également caractérisé, en exploitant des mutants de Gab2 qui ne peuvent pas 
recruter la PI3K ou SHP-2, que Gab2 inhibe l'expression de la E-cadhérine en augmentant 
celle du facteur de transcription Zeb-1, via l'activation de la PI3K, mais indépendamment 
du recrutement de la protéine SHP-2, donc la voie MAPK. 
De façon plutôt inattendue, nous avons récemment caractérisé que les cellules Tpr-Met-
IEC-6 affichent un niveau d'activité de ERK et d'AKT comparable à celui des cellules 
parentales IEC-6. En fait, nous avons identifié que l'activation soutenue du récepteur Met 
engage la mise en place d'un mécanisme de rétro-inhibition de ces voies (Pomerleau et coll. 
Manuscrit en préparation). Malgré tout, nos résultats démontrent qu'un traitement avec un 
inhibiteur de MEK, le U0126, restaure une morphologie épithéliale non transformée aux 
cellules Tpr-Met-IEC-6 et augmente de façon concomitante l'expression de la E-cadhérine, 
et ce à des niveaux près de ceux observés dans les cellules IEC-6 parentales. Par contre, 
aucun de ces effets n'a été observé suivant un traitement avec le LY294002, un inhibiteur 
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de la PI3K. Étant donné que les effets médiés suite à l'inhibition de MEK sont à tout point 
de vue analogues à ceux que nous observé suite à l'expression du MBD de Gabl dans les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figure 12B), nous pouvons suggérer une très forte implication de 
Gabl dans la réorganisation et l'expression de la E-cadhérine dans les cellules IEC-6 
transformées par Tpr-Met. 
5. L'engagement de la protéine Gabl est nécessaire au pouvoir oncogénique du 
récepteur Met dans les cellules épithéliales intestinales 
Outre une réversion de la transformation morphologique, nous avons également établi que 
l'expression du MBD de Gabl affecte plusieurs propriétés oncogéniques des cellules 
épithéliales intestinales IEC-6 qui expriment l'oncoprotéine Tpr-Met. Notamment, nous 
avons constaté une diminution marquée de la croissance cellulaire chez les cellules Tpr-
Met-IEC-6 exprimant le MBD-WT par rapport aux cellules contrôles, ainsi qu'une 
réduction de leur capacité à croître au-delà de la confluence et sans ancrage à la matrice 
extracellulaire (Figure 13-14 et 15). Ces résultats concordent bien avec les nombreuses 
études effectuées dans les fibroblastes qui supportent un rôle important de Gabl dans la 
transformation oncogénique induite en aval des RTK. Par exemple, il a été démontré que la 
surexpression de Gabl, dans les cellules fibroblastiques NIH-3T3, augmente la 
transformation, la croissance cellulaire et la formation de colonies en agar mou en réponse 
à une stimulation à l'EGF et à l'insuline (HOLGADO-MADRUGA et WONG, 2004). De 
plus, une forme de l'oncoprotéine Tpr-Met qui est découplée de sa capacité de liaison avec 
Gabl possède un pouvoir oncogénique négligeable dans ce type de cellules, incluant une 
capacité réduite à former des foyers cellulaires et de croître sans ancrage à la matrice 
extracellulaire (FIXMAN, et al., 1997 ; PONZETTO, et al., 1994). D'autre part, il a été 
démontré que l'inhibition des voies de signalisation impliquant Gabl, par une approche 
dominante négative, telle que celle que nous avons utilisée pour notre étude, altère la 
transformation morphologique et la croissance cellulaire médiées par Tpr-Met dans les 
fibroblastes Fr3T3 (MOOD, et al., 2006). 
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Une des fonctions bien reconnues de la protéine Gabl est de promouvoir la prolifération en 
aval des RTK (NISHIDA et HIRANO, 2003). D'ailleurs, l'expression du MBD de Gabl 
chez les oocytes de Xenopus bloque la progression du cycle cellulaire induite par les 
récepteurs Met et FGFR (MOOD, et al., 2006). Il est donc raisonnable de supposer que 
l'expression du MBD de Gabl dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 affecterait ces processus 
oncogéniques en partie en altérant la prolifération. Une des voies de signalisation 
importante dans le contrôle de la prolifération en aval des protéines Gab est celle de la 
MAPK. Plusieurs études ont démontré que le complexe Gabl-SHP-2 joue un rôle important 
dans l'activation de la voie MAPK en aval de différents RTK (BIRCHMEIER, et al., 2003; 
HOLGADO-MADRUGA, et al., 1996; MOOD, et al., 2006). En effet, le complexe Gabl-
SHP-2 favorise l'activation soutenue des MAPK en aval de Met (MAROUN, et al., 2000). 
Une étude réalisée dans les oocytes de Xenopus démontre que l'interaction entre Gabl et 
SHP-2 permet la phosphorylation de ERK, et donc l'activation de cette voie et de la 
progression du cycle cellulaire, puisqu'un mutant de Gabl ne possédant pas le site 
d'interaction avec SHP-2 ne parvient pas à promouvoir la progression du cycle cellulaire 
ainsi que l'activation de la voie MAPK en aval de Tpr-Met (MOOD, et al., 2006). 
Outre la prolifération, les effets anti-oncogéniques que nous avons observé dans les cellules 
Tpr-Met-IEC-6 qui expriment le MBD de Gabl peuvent également refléter un rôle de Gabl 
dans la survie cellulaire. En effet, l'engagement de Gabl dans l'activation de la voie PI3K 
représente un mécanisme couramment utilisé en aval des RTK pour la prévention de 
l'apoptose dans de nombreux types de cellules (GU et NEEL, 2003; LIU et 
ROHRSCHNEIDER, 2002; WOHRLE, et al., 2009). Par exemple, la stimulation avec NGF 
(Nerve growth factor) des cellules de rat PC-12 de phéochromocytome, entraîne la 
phosphorylation de Gabl et son association avec PI3K, une enzyme qui joue un rôle 
prédominant dans la survie cellulaire (HOLGADO-MADRUGA, et al., 1997). L'expression 
d'un mutant de Gabl, découplé de sa liaison avec PI3K, dans les cellules PC-12 mène 
l'apoptose et diminue l'effet protecteur du NGF (KORHONEN, et al., 1999). De plus, des 
travaux récents ont démontré pour la première fois que Gabl, mais non Gab2, joue un rôle 
essentiel dans la survie des cellules endothéliales en réponse au VEGF (CARON, et al., 
2009). 
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Nos résultats attribuent à la protéine Gabl un rôle important dans la croissance sans 
ancrage à la matrice extracellulaire en aval du récepteur Met dans les cellules épithéliales 
intestinales (Figure 15). Il est intéressant de noter que l'habileté des cellules épithéliales de 
croître en agar mou dépend non seulement de leur capacité à proliférer en absence 
d'ancrage à la matrice extracellulaire, mais également d'échapper à l'anoïkose, une mort 
cellulaire programmée médiée par la perte d'adhésion à la matrice (VACHON, 2006). Une 
résistance à l'anoïkose représente un prérequis pour la progression des cancers d'origine 
épithéliale. Cette propriété oncogénique favorise la survie des cellules cancéreuses, et donc 
leur croissance dans les environnements pauvres et désorganisés en matrice extracellulaire, 
tels que souvent retrouvés dans les tumeurs primaires ainsi que dans la circulation 
systémique, facilitant ansi la dissémination des métastases (VACHON, 2011). Le rôle des 
RTK dans la résistance à l'anoïkose, via un cross-talk avec les récepteurs d'adhésion, est 
bien établi, dans le contexte des cellules épithéliales intestinales (VACHON, 2011). 
Cependant, très peu d'études portant sur le rôle des voies de HGF et du récepteur Met dans 
le contrôle de l'anoïkose ont été réalisées à ce jour (FASSETTA, et al., 2006; ZENG, et al., 
2002 ), et l'implication des protéines adaptatrices Gab dans ce processus reste encore 
indéterminée. Une récente étude menée dans notre laboratoire a établi que l'oncoprotéine 
Tpr-Met confère aux cellules IEC-6 une résistance à l'anoïkose (Pomerleau et coll. 
Manuscrit en préparation). Lors d'expériences préliminaires, nous avons observé que les 
cellules Tpr-Met-IEC-6 recouvrent une haute sensibilité à l'anoïkose suite à l'expression du 
MBD de Gabl (résultats non montrés). Ainsi, quoique le rôle de Gabl dans le contrôle de 
l'anoïkose reste à être précisé dans notre modèle cellulaire, nos résultats démontrant 
l'implication de Gabl dans la croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire en aval du 
récepteur Met, indiquent un rôle potentiel de la signalisation de la protéine Gabl dans la 
résistance à l'anoïkose médiée par ce récepteur, mais également en aval d'autres RTK. 
En conclusion, l'ensemble de mes résultats de recherche confirme le rôle déterminant de la 
protéine Gabl dans l'engagement des processus biologiques in vivo en aval du récepteur 
Met. Ils représentent les toutes premières évidences expérimentales, dans les cellules 
épithéliales intestinales, que les voies de signalisation engagées en aval de Gabl par le 
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récepteur Met sont requises pour l'induction de la croissance cellulaire, la perte de 
l'inhibition de contact et la croissance sans ancrage à la matrice extracellulaire. En somme, 
Gabl serait impliqué dans le pouvoir oncogénique du récepteur Met. 
6. L'engagement de la protéine Gabl est nécessaire à la migration des cellules 
épithéliales intestinales induite par une forme oncogénique du récepteur Met 
La TEM est un processus qui favorise la migration des cellules épithéliales (THIERY, et 
al., 2009). En lien avec ce processus, nous avons observé que l'expression du MBD de 
Gabl restaure non seulement une morphologie épithéliale normale et l'expression de la E-
cadhérine dans les cellules Tpr-Met-IEC-6, mais diminue également leur capacité de migrer 
en chambre de Boyden par rapport aux cellules contrôles exprimant le vecteur vide (Figure 
16). Ces résultats sont en accord avec les nombreuses évidences expérimentales in vitro et 
in vivo qui proposent un rôle majeur de la protéine Gabl dans la migration cellulaire en 
aval des RTK (DANCE, et al., 2006; LARAMEE, et al., 2007). Nos résultats suggèrent 
donc une contribution importante de l'engagement des voies de signalisation de la protéine 
Gabl dans la migration des cellules épithéliales intestinales, induite par le récepteur Met. 
Toute-fois, nous ne pouvons pas exclure l'implication de la protéine Gab2. En fait, il a été 
démontré que les cellules humaines TD47 de cancer du sein et les cellules endothéliales 
microvasculaires HMVC, qui ont un niveau de Gabl ou de Gab2 atténué par une approche 
d'ARN interférence (RNAi), affichent une capacité de migration réduite en réponse à 
l'EGF et au VEGF respectivement (CARON, et al., 2009; MENG, et al., 2005). 
Cependant, une étude récente menée chez des souris ayant une délétion conditionnelle des 
gène gabl ou gab2 dans l'endothélium suggère que la migration des cellules endothéliales, 
en réponse au facteur HGF, serait dépendante de Gabl, mais non de la protéine Gab2 
(SHIOYAMA, et al., 2011). 
Ces observations indiquent que l'implication de Gabl versus celle de Gab2 dans la 
migration cellulaire induite par les RTK pourrait varier selon le type de cellules et/ou le 
récepteur activé. Il en serait de même pour les voies de signalisation de Gabl impliquées 
dans le contrôle de la migration. Par exemple, une étude a montré que l'expression de 
formes mutantes de Gabl dans des cellules endothéliales, qui sont sélectivement 
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découplées de la liaison avec la protéine SHP-2 ou la PI3K, réduit respectivement la 
phosphorylation des protéines ERK et AKT, bloquant ainsi la migration suite à la 
stimulation du récepteur VEGF (LARAMÉE, et al., 2007). Par contre, en appliquant une 
stratégie identique dans ce même type cellulaire, une autre étude a obtenu des données qui 
supportent que la formation d'un complexe entre les protéines Gabl et SHP-2, donc à 
l'activation de ERK, est nécessaire pour la migration des cellules endothéliales en réponse à 
HGF, alors que le complexe Gabl-PI3K, qui mène à l'activation de la voie AKT, joue 
plutôt un rôle mineur (SHIOYAMA, et al., 2011). De plus, alors que le recrutement de la 
PI3K par Gabl est essentiel pour la migration des kératinocytes médiée par le récepteur 
EGF, l'interaction de Gabl avec la SHP-2 est requise en aval du récepteur Met pour la 
migration des cellules progénitrices musculaires des membres (SCHAEPER, et al., 2007). 
Il semble donc que les protéines d'échafaudage Gab régissent la migration cellulaire en 
aval des RTK par l'engagement et l'intégration de plusieurs voies de signalisation 
intracellulaires. D'ailleurs, la migration cellulaire induite par le récepteur Met implique non 
seulement la formation de complexes protéiques entre Gabl et les protéines SHP-2 et PI3K, 
mais également avec les molécules Crk (CT10 regulator of kinase), PAK4 (p21-activated 
kinase), NCK (non-catalytic région of tyrosine kinase adaptor protein 1) et N-Wasp 
(Wiskott-Aldrich syndrome protein) (ABELLA, et al., 2010; LAMORTE, et al., 2002; 
PALIOURAS, et al., 2009; RODRIGUES, et al., 2005). Des études supplémentaires seront 
nécessaires afin de définir le rôle spécifique joué par les protéines Gabl et Gab2 dans le 
contrôle de la migration des cellules épithéliales intestinales médiée par le récepteur Met, 
ainsi que les mécanismes moléculaires et la signalisation sous-jacente en aval de ces 
protéines d'échafaudage. 
7. La protéine Gabl est impliquée dans la tumorigènese des cellules IEC-6 
transformées par Tpr-Met 
La formation de tumeurs est un phénomène complexe qui fait intervenir une variété de 
fonctions biologiques, qui sont non seulement intrinsèques aux cellules cancéreuses elles-
mêmes, mais aussi influencées par des interactions avec les cellules environnantes du 
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stroma (PITTERI, et al., 2011). Lors d'essais de tumorigenèse in vivo, qui consistent à 
évaluer la formation de tumeurs suite à l'injection sous-cutanée de cellules chez les souris 
nues, nous avons constaté un retard important dans l'apparition de tumeurs avec les cellules 
Tpr-Met-IEC-6 exprimant le MBD de Gabl, par rapport aux cellules contrôles (Figure 
17A). Basé sur nos résultats obtenus en culture, qui montrent qu'une inhibition de 
l'engagement de Gabl par le récepteur Met mène à une diminution de la croissance 
cellulaire en condition normales et en agar mou dans les cellules Tpr-Met-IEC-6 (Figure 
15), nous pouvons supposer que le retard dans la formation de tumeurs observé in vivo avec 
les cellules Tpr-Met-IEC-6 exprimant le MBD de Gabl est imputé à une diminution initiale 
de la prolifération et/ou de la survie des cellules. Néanmoins, nous avons observé que le 
taux de croissance tumorale était similaire, tant pour les cellules contrôles, que celles qui 
expriment le MBD de Gabl (Figure 17B). 
Ce résultat plutôt inattendu pourrait être expliqué par le fait que nos expériences ont été 
effectuées avec des populations de cellules Tpr-Met-IEC-6 qui expriment, ou non, le MBD 
de Gabl. Ainsi, il est concevable qu'il y ait eu une sélection in vivo pour les cellules qui 
expriment un niveau faible du MBD de Gabl. Un mécanisme d'adaptation in vivo, qui 
sélectionnerait pour les cellules qui expriment des niveaux plus élevés de la protéine Gabl, 
pourrait être aussi impliqué. Une analyse comparative des niveaux protéiques du MBD de 
Gabl et du niveau protéique de Gabl total dans les populations de cellules Tpr-Met-IEC-6 
et les tumeurs qu'elles forment in vivo permettra sûrement de discriminer lequel de ces 
deux mécanismes mène à une croissance tumorale élevée meme lorsque le MBD de Gabl 
est exprimé dans les cellules. Il est important de noter qu'un précédent existe pour une telle 
régulation négative de l'expression de Gabl in vivo. Une étude menée par le groupe de 
Tsao a montré que la surexpression du récepteur Met augmente le pouvoir tumorigénique 
des cellules DLD-1, une lignée cellulaire dérivée d'un adénocarcinome de côlon humain 
qui exprime une forme active de K-Ras (LONG, et al., 2003; SEIDEN-LONG, et al., 2008). 
Cependant, l'expression de formes variantes du récepteur Met, qui sont modifiées de façon 
à ne recruter sélectivement que les protéins adaptatrices Grb2 ou Shc, diminue le potentiel 
tumorigénique des cellules DLD-1 (SEIDEN-LONG, et al., 2008). Quoique le mécanisme 
impliqué reste encore à être déterminé, ce phénotype s'est avéré lié avec une baisse 
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importante du niveau protéique de Gabl, mais uniquement observable in vivo. Il est 
intéressant de noter que dans cette même étude, les auteurs ont observé que la 
surexpression de Gabl WT augmente très peu le pouvoir tumorigénique des cellules DLD-
1 par rapport aux cellules contrôles. Toutefois, l'expression d'une forme mutée de Gabl 
sans site d'interaction avec SHP-2 diminue considérablement la tumorigénicité des cellules 
DLD-1, un phénotype lié à une diminution de l'activité de la MAPK (SEIDEN-LONG, et 
al., 2008). Ceci concorde avec le fait que Gabl induit l'activation accrue et soutenue de la 
voie Ras/MAPK suite à son interaction avec SHP-2 (CUNNICK, et al., 2002). Ces 
observations sont particulièrement pertinentes, puisqu'il a déjà été démontré que cette voie 
joue un rôle important dans la progression tumorale dans les cellules IEC-6 (LEMIEUX, et 
al., 2009; VOISIN, et al., 2008), et que la capacité du récepteur Met à augmenter la 
croissance tumorale dans les cellules DLD-1 est dépendante de l'activité oncogénique de 
K-Ras (LONG, et al., 2003). L'ensemble de ces études et les données obtenues au cours de 
nos expérimentations in vivo, suggèrent un rôle clé de Gabl dans la progression tumorale, 
mais révèlent également la complexité des voies de signalisation régulées par Gabl. 
L'ensemble de ces voies de signalisation reste à être élucidées. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Dans cette étude, nous avons tenté de comprendre le rôle des protéines Gab dans la 
transformation oncogénique induite par le récepteur Met dans un modèle de cellules 
épithéliales intestinales. Nous avons démontré par une approche dominante négative, soit 
par l'expression du domaine MBD de Gabl, qu'une inhibition de l'engagement des 
protéines Gab en aval du récepteur Met entraîne, in vitro et in vivo, une diminution 
marquée du pouvoir oncogénique de ce récepteur dans ces cellules épithéliales intestinales. 
Comme démontré in vivo dans un modèle de souris transgéniques et in vitro dans les 
cellules épithéliales MDCK, le mode de recrutement de Gabl au récepteur Met mène à des 
fonctions biologiques distinctes (LOCK, et al., 2002; LOCK, et al., 2003; SCHAEPER, et 
al., 2007). Ainsi, l'utilisation de formes mutées du domaine MBD de Gabl, qui ne peuvent 
pas se lier sélectivement soit à Grb2 ou à Met, conjointement avec différents mutants du 
récepteur Met ne pouvant pas recruter Gabl de façon directe et/ou indirecte, permettrait de 
définir si les propriétés oncogéniques conférées par le récepteur Met varient selon le 
mécanisme de liaison avec les protéines Gab. 
En considérant que nous avons validé l'expression de la protéine Gabl dans les cellules 
IEC-6 (Figure 10), nous pouvons présumer que l'inhibition des voies de signalisation 
dépendantes de Gabl serait responsable de la plupart des effets anti-oncogéniques observés 
suite à l'expression du domaine MBD de Gabl. Étant donné que le MBD de Gabl peut 
probablement inhiber la liaison du récepteur Met avec la protéine Gabl, ainsi qu'avec la 
protéine Gab2 (LOCK, et al., 2003; MOOD, et al., 2006), et que nos résultats préliminaires 
indiquent que les cellules IEC-6 expriment également le gène gab2, nous ne pouvons pas 
exclure un possible rôle de Gab2 dans le pouvoir oncogénique du récepteur Met dans ces 
cellules épithéliales intestinales. Cependant, quoique Gabl et Gab2 partagent la capacité 
commune d'activer certaines voies de signalisation, telles que Ras/MAPK et PI3K/AKT, et 
régulent des fonctions biologiques redondantes, des études in vitro et in vivo indiquent que 
ces protéines adaptatrices soutiennent certains processus cellulaires distincts (CARON, et 
al., 2009; SHIOYAMA, et al., 2011). Ainsi, il serait pertinent lors de nos études 
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subséquentes de comparer la conséquence fonctionnelle d'une inhibition sélective des voies 
de signalisation de Gabl et de Gab2 par une stratégie d'ARN interférence dans les cellules 
épithéliales intestinales IEC-6 transformées par l'oncoprotéine Tpr-Met. 
Enfin, plusieurs études cliniques et expérimentales suggèrent que l'hétérogénéité manifeste 
des RTK dérégulés dans le CCR, et que celle des altérations génétiques s'y retrouvant, 
seraient en partie responsables de la résistance aux thérapies ciblant qu'un seul type de 
RTK. Ainsi, il serait aussi de mise d'évaluer dans une cohorte de lignées de cellules 
cancéreuses colorectales humaines possédant des altérations moléculaires distinctes, 
l'impact d'une inhibition fonctionnelle de Gabl et de Gab2 sur le potentiel tumorigénique et 
métastatique de ces cellules. Ceci pourrait, être fait dans le contexte de cellules de CCR 
possédant ou non une forme active de K-Ras ou de la PI3K. Ce type d'analyses aiderait à 
prédire quelles altérations génétiques seraient les plus susceptibles d'influencer et de 
contrecarrer les effets anti-tumorigéniques et anti-métastatiques médiés par l'inhibition de 
l'engagement des voies de signalisation en aval de Gabl et/ou de Gab2. 
En conclusion, mes travaux de recherche ont permis de mettre en évidence pour la toute 
première fois un rôle fondamental des protéines d'échafaudage Gab dans la transformation 
néoplasique induite par le récepteur Met dans le contexte de cellules épithéliales 
intestinales normales. Comme tous les RTK qui se retrouvent dérégulés dans les CCR 
peuvent recruter les protéines Gab et activer leurs voies de signalisation, nos résultats de 
recherche identifient ces protéines comme des cibles potentielles pour le développement de 
nouveaux agents thérapeutiques contre l'initiation et la progresssion des CCR. 
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